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Herpesvirus saimiri ist ein Rhadinovirus von Neuwelt-Primaten, kann verschiedene humane und
nicht humane Zelltypen und Zelllinien infizieren und eignet sich fu¨r viele Fragestellungen des
viralen Gentransfers. Das virale Genom lag als bakterielles artifizielles Chromosom kloniert vor
und konnte dadurch schnell und zielgerichtet manipuliert werden. Die Integrita¨t des klonierten
Virusgenoms wurde durch Pyrosequenzierung besta¨tigt. Verschiedene umfangreiche Fremdgen-
Sequenzen wurden in unterschiedliche Bereiche des Virusgenoms eingesetzt. Bei diesen Fremd-
sequenzen handelte es sich entweder um konstitutiv exprimierte oder um regulierte Gene, die
mit dem Tetracyclin-Doppelschalter-System gezielt ein- und ausgeschaltet werden ko¨nnen. Ers-
tens wurde ein chima¨rer T-Zell-Rezeptor gegen die humane Rezeptortyrosinkinase ErbB2 als
konstitutiv wa¨hrend der latenten Persistenz exprimiertes Transgen in das virale Vektorkon-
strukt inseriert. ErbB2 ist auf der Zelloberfla¨che bei vielen Mamma- und Ovarialkarzinomen
u¨berexprimiert. Mit dem rekombinanten Virusvektor wurden humane T-Lymphozyten transdu-
ziert. Die Expression des chima¨ren T-Zell-Rezeptors und seine starke cytolytische Aktivita¨t auf
ErbB2-positive Tumorzellen war langfristig nachweisbar und wurde u¨ber ein Jahr untersucht.
Zweitens wurden virale Vektoren hergestellt, bei denen die Transgenexpression durch eine Va-
riante des Tetracyclin-Doppelschalters reguliert wird, bei dem die Transregulatoren abha¨ngig
vom Alpha-Fetoprotein-Enhancer-Promotor nur in Alpha-Fetoprotein-positiven humanen He-
patomzellen exprimiert werden ko¨nnen. Dies wurde mikroskopisch fu¨r das gru¨n fluoreszierende
Protein gezeigt, sowie funktionell fu¨r die durch tBid induzierte Apoptose. Drittens wurde der
Tetracyclin-Doppelschalter in einer Variante erprobt, bei der die Transregulatoren unter Kon-
trolle des CD2-Enhancer-Promotors standen. Hier war allerdings die Transgenexpression stark
eingeschra¨nkt und die induzierte Apoptose nicht nachweisbar. Viertens wurden rhadinovirale
Vektoren fu¨r das murine Glykoprotein gp130 in konstitutiver und regulierter Variante herge-
stellt. Diese Vektoren fu¨hrten bei Hamsterzellen zur Empfindlichkeit auf IL-6 und waren in der
Lage, das Neuritenwachstum bei sensorischen Neuronen aus gp130-Defekt-Ma¨usen zu rekon-
stituieren. In einem fu¨nften Projektteil wurden neuartige miRNA-Kandidaten des Herpesvirus
saimiri identifiziert und auf ihre Prozessierung und Funktion untersucht. Insgesamt konnten
somit Herpesvirus-saimiri-Vektoren fu¨r den Gentransfer wesentlich weiter entwickelt werden,




Herpesvirus saimiri is a rhadinovirus of New World primates, is able to infect various human
and non-human cell types and cell lines and is useful for many aspects of viral gene transfer.
The viral genome was already available as a cloned bacterial artificial chromosome and could be
rapidly manipulated in a targeted way. The integrity of the cloned virus genome was confirmed
by pyrosequencing. Various extensive foreign gene sequences were inserted in different areas
of the virus genome. These foreign sequences were either constitutively expressed or regulated
genes, which could be switched on or off using the tetracyclin double-switch system, selectively.
First, a chimeric T-cell receptor against the human receptor tyrosine kinase ErbB2 was inserted
into the viral vector construct as a constitutively expressed transgene during latent persistence.
ErbB2 is overexpressed on the cell surface of many mammary and ovarial carcinomas. Human
T lymphocytes were transduced with the recombinant virus vectors. The expression of the
chimeric T-cell receptor and its strong cytolytic activity on ErbB2-positive tumor cells was
stably detected and was investigated over one year. Secondly, virus vectors were generated, in
which transgene expression is regulated by a variant of the tetracyclin double switch in which
the transregulators can be expressed dependent on the alpha-fetoprotein enhancer promoter
only in alpha-fetoprotein-positive human hepatoma cells. This was shown by microscopy for
the green fluorescent protein, as well as functionally for tBid-induced apoptosis. Thirdly, the
tetracyclin double switch was tested in a variant in which the transregulators were controlled
by the CD2 enhancer promoter. Here, transgene expression was limited and induced apoptosis
was not detectable. Fourthly, rhadinoviral vectors for the murine glycoprotein gp130 were ge-
nerated in constitutive and regulated versions. The vectors induced IL-6 sensitivity in hamster
cells and were able to reconstitute neurite growth in sensory neurons of gp130 defect mice. In a
fifth project part, novel miRNA candidates of herpesvirus saimiri were identified and investiga-
ted concerning their processing and fuction. Taken together, herpesvirus saimiri vectors were






Die Vertreter der Familie Herpesviridae sind behu¨llte Viren, deren Genom aus doppel-
stra¨ngiger, linearer DNA besteht [Abb. 2.1]. Herpesviren haben die Fa¨higkeit zur lebenslangen
Persistenz im Wirtsorganismus. Die Virusfamilie wurde in die drei Unterfamilien α, β und γ
eingeteilt. Zu den α-Herpesviren za¨hlen sowohl das Herpes-Simplex-Virus (HSV) als auch das
Varicella-Zoster-Virus. Der bekannteste Vertreter der β-Herpesviren ist das humane Cytomega-
lovirus. Die γ-Unterfamilie entha¨lt lymphotrope Viren, die nochmals in die Lymphokryptoviren
(u.a. Epstein-Barr-Virus) und die Rhadinoviren untergliedert ist. Zur letzten Gruppe, den γ2-
Herpesviren, geho¨rt das humanpathogene Kaposi-Sarkom-Virus (HHV8) und das Herpesvirus
saimiri (HVS). HVS la¨sst sich aufgrund seines pathogenen Potentials und seiner Sequenzvaria-
bilita¨t in die drei Untergruppen A, B und C unterteilen. Die sta¨rkste transformierende Wirkung
besitzen Vertreter der Untergruppe C [Fickenscher und Fleckenstein, 2001]. Das virale Genom
des Stammes C488 von HVS wurde vollsta¨ndig sequenziert [Ensser et al., 2003] und als bakte-
rielles artifizielles Chromosom (BAC) kloniert [Toptan et al., 2010a].
Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines HVS-Virion. Das Genom aus doppelstra¨ngiger DNA ist auf ei-
ner Core-Struktur aufgewunden und befindet sich in einem ikosaedrischen Kapsid. An das Kapsid schließt sich
nach außen das Tegument an. Deren Proteine fo¨rdern u.a. die virale DNA-Replikation und die Immunevasion.
Das Tegument wird von der Virushu¨lle zusammengehalten, welche mit Glykoproteinen besetzt ist, die u.a.
fu¨r die Interaktion mit der Zellmembran verantwortlich sind. Der Durchmesser von Rhadinovirus-Partikeln
betra¨gt 150 bis 200 nm.
Das HVS-Genom besteht aus einem repetitiven, nicht codierenden Bereich (H-DNA), der einen
hohen GC-Gehalt (71 %) besitzt, und aus der codierenden L-DNA mit niedrigem GC-Gehalt
[Abb. 2.2]. Letztere macht mit 113.027 Basenpaaren (bp) den gro¨ßten Teil des Genoms aus
und entha¨lt mindestens 75 offene Leserahmen (open reading frames, ORFs) und fu¨nf bis sieben
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U-RNA-Gene [Albrecht et al., 1992]. Diese kleinen viralen regulatorischen RNAs binden an
Wirts-RNAs. Die repetitiven Sequenzen der H-DNA von HVS C488 bestehen z.B. aus Wie-
derholungen von 1.318 und 1.458 bp und flankieren die L-DNA. Das gesamte Genom wird als
M-DNA bezeichnet und umfasst 130.000 bis 160.000 bp in Abha¨ngigkeit von der Anzahl der
H-DNA-Elemente [Ensser et al., 2003].
Abb. 2.2: Aufbau des HVS-Genoms. Die L-DNA befindet sich zwischen der repetitiven H-DNA und
entha¨lt die offenen Leserahmen. Als weiße Pfeilspitzen sind wichtige HVS-Gene dargestellt. Am linken En-
de der L-DNA befindet sich die bicistronische Transkriptionseinheit fu¨r die viralen Onkoproteine Saimiri-
transformationsassoziiertes Protein der Untergruppe C (StpC) und Tyrosinkinase-interagierendes Protein
(Tip). Diese beiden Genprodukte sind fu¨r die Transformation humaner T-Lymphozyten entscheidend. Da-
neben befinden sich die sieben U-RNAs von HVS. Das Produkt von ORF73 gilt als Latenz-assoziiertes
nuklea¨res Antigen (LANA), das in bestimmten Zelltypen den U¨bergang von der Latenz in den lytischen
Zyklus inhibiert, indem es an den Promotor von ORF50 bindet [Scha¨fer et al., 2003]. ORF50 codiert fu¨r ein
transaktivierendes Protein, das fu¨r die Virusreaktivierung und lytische Replikation notwendig ist [Thurau et
al., 2000]. Als schwarze Pfeilspitze ist ORF14 abgebildet, das fu¨r ein virales Superantigenhomolog codiert
und wa¨hrend der Latenz transkribiert wird [Knappe et al., 1997].
Der natu¨rliche Wirt von HVS ist das Totenkopfa¨ffchen (Saimiri sciureus), in dem das Vi-
rus apathogen persistiert. Bei anderen Neuweltaffen wie Weißbu¨schelaffen (Callithrix jacchus),
Lisztaffen (Saguinus oedipus) und Lo¨wena¨ffchen (Leontopithe- cus rosalia) kommt es nach ei-
ner HVS-Infektion zu akuten T-Zell-Lymphomen und lymphatischen Leuka¨mien [Fleckenstein
und Desrosiers, 1982]. Die Erstisolation von HVS gelang aus der Nierenzellkultur eines gesun-
den Totenkopfa¨ffchens [Melendez et al., 1968]. In Nachtaffen-Nierenzellen (owl monkey kidney,
OMK) repliziert HVS produktiv und induziert zu einem spa¨ten Zeitpunkt die Zelllyse [Arvin et
al., 2007]. In der zoologischen Systematik bilden die Krallenaffen eine Gruppe der Neuweltaf-
fen, zu der auch die Weißbu¨schelaffen und Lo¨wena¨ffchen geza¨hlt werden.
In vitro ko¨nnen HVS-Sta¨mme der Untergruppe C humane T-Lymphozyten zu Antigen-
unabha¨ngigem Wachstum transformieren [Biesinger et al., 1992], wobei die Gene fu¨r die
Onkoproteine Saimiri-transformationsassoziiertes Protein der Untergruppe C (StpC) und
Tyrosinkinase-interagierendes Protein (Tip) essentiell sind [Knappe et al., 1997; Duboise et
al., 1998]. In humanen T-Lymphozyten persistiert HVS als Episom in hoher Kopienzahl. Bis-
her ist kein Fall bekannt, bei dem das virale Genom in das zellula¨re Chromosom integriert
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wurde. Die Zellen weisen weiterhin einen normalen Karyotyp auf [Troidl et al., 1994]. Durch
Behandlung latent infizierter humaner T-Zellen mit Phytohemagglutinin A, Concanavalin A
oder Phorbol-12-myristat-13-acetat kann zwar die virale Genexpression teilweise aktiviert wer-
den, aber nicht die Produktion und Freisetzung von HVS [Fickenscher et al., 1996]. C488-
transformierte T-Lymphozyten gleichen pha¨notypisch normalen aktivierten T-Zellen. Sie tra-
gen die Oberfla¨chenmoleku¨le CD2, CD3, CD5, CD7 und CD4 und/oder CD8 [Biesinger et al.,
1992]. CD2 interagiert mit LFA-3 (lymphocyte function-associated antigen-3 ), was zur Aktivie-
rung einer Signalkaskade in den Zellen fu¨hrt und die kontinuierliche Proliferation unterstu¨tzt
(CD2-Hyperreaktivita¨t) [Mittru¨cker et al., 1992]. Die C488-transformierten T-Zellen produzie-
ren Typ1-T-Helferzellen-Cytokine Interleukin 2 (IL-2) und Interferon-γ [Bro¨ker et al., 1993;
de Carli et al., 1993; Weber et al., 1993]. Außerdem konnte durch verschiedene Antigene wie
dem Myelin-basischen Protein [Weber et al., 1993; Meinl et al., 1995] und dem Tetanustoxin
[Bro¨ker et al., 1993] gezeigt werden, dass die Haupthistokompatibilita¨tskomplex-beschra¨nkte
Antigenspezifita¨t des T-Zell-Rezeptors nach der Transformation erhalten bleibt.
Erstmals setzte Desrosiers im Jahr 1985 HVS als viralen Vektor ein, um Neuweltprimaten mit
HVS-Vektoren zu infizieren, die das bovine Wachstumshormon produzierten [Desrosiers et al.,
1985]. HVS hat wesentliche Vorteile als Vektor zur Transgen-Expression: Erstens hat HVS eine
hohe Klonierungskapazita¨t fu¨r Transgene, die in dieser Arbeit fu¨r Insertionen von bis zu 11 kb
genutzt wurde. Zweitens kann HVS stark unterschiedliche Zelltypen infizieren bzw. transdu-
zieren. Drittens persistieren HVS-Vektoren episomal ohne Integration und erlauben, viertens,
eine langfristige Transgenexpression [Hiller et al., 2000].
2.2 Bakterielle artifizielle Chromosomen
Das bakterielle artifizielle Chromosom (BAC) von HVS C488 wurde durch Cosmidkomplemen-
tation durch Prof. Dr. Armin Ensser (Erlangen) hergestellt [Toptan et al., 2010a]. Hierfu¨r wurde
das Virusgenom in Cosmid-Bibliotheken kloniert und u¨berlappende Cosmide wurden in permis-
sive Zellen kotransfiziert. Dabei wurden die einzelnen Segmente im Bereich der U¨berlappungen
durch homologe Rekombination zusammengefu¨gt und somit konnte das Virusgenom wieder
rekonstituiert werden. Da in dieser Methode die U¨berlappungsbereiche fu¨r eine einwandfreie
Rekombination unvera¨ndert bleiben mu¨ssen, eine hohe Anzahl an Rekombinationen zu instabi-
len und mutierten Produkten fu¨hrt [van Zijl et al., 1988] und nur eine begrenzte Klonierungs-
kapazita¨t zur Verfu¨gung steht, wurde diese Methode zur Nutzung von BACs weiterentwickelt.
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BACs sind von bakteriellen Fertilita¨tsplasmiden (F-Plasmid) abgeleitet. Diese ko¨nnen Fremd-
DNA von bis zu 300.000 bp aufnehmen, bleiben in E. coli unter Nutzung eines Antibiotika-
Resistenzgens stabil erhalten und sind einfach zu handhaben und zu manipulieren. Mini-F-
Plasmide sind auf ein Minimum ihrer genetischen Information reduziert, behalten aber die
Fa¨higkeit zur autonomen Replikation durch ihren plasmidischen Replikationsursprung. Sie sind
dafu¨r verantwortlich, dass diese BACs maximal in zwei Kopien in der Zelle vorliegen [Shizuya
et al., 1992]. Erstmals wurde das komplette Genom eines Herpesvirus im Fall des Murinen
Cytomegalovirus als infektio¨ses BAC kloniert [Messerle et al., 1997]. Virale Genome ließen sich
dadurch wesentlich einfacher vera¨ndern. Mini-F-Sequenzen ko¨nnen in eine nicht codierende Re-
gion des Virusgenoms mit flankierenden homologen DNA-Sequenzen eingebracht werden. U¨ber
homologe Rekombination in permissiven eukaryonten Zellen wurden die mini-F-Sequenzen an
die gewu¨nschte Stelle inseriert. Nach Isolierung aus den Zellen wurde das mutierte Virusgenom
in geeignete Bakterienzellen durch Elektroporation eingebracht [Brune et al., 2000; Wagner
et al., 2002]. Im Anschluss kann die zirkula¨re BAC-DNA in permissive eukaryonte Zellen zur
Virusvermehrung transfiziert werden. Zur Vermeidung unerwu¨nschter homologer Rekombina-
tion wurden Bakteriensta¨mme verwendet, denen das Protein Recombination A (RecA) fehlt.
RecA sorgt wa¨hrend der Rekombination fu¨r die Paarung und Stranginvasion der homologen
DNA. Mutationen in diesem Bereich reduzieren die Rekombinationsha¨ufigkeit um den Faktor
105 [Cox, 2007]. Fu¨r eine gezielte Mutagenese in Bakterien wurde das recombinogenic engin-
eering (Recombineering) verwendet. Recombineering beruht auf der homologen Rekombinati-
on von DNA-Fragmenten mit ca. 50 bp in E. coli. Ab einem homologen Bereich von 20 bp ist
eine derartige Rekombination mo¨glich; eine hohe Effizienz ist ab 36 bp gegeben [Datsenko und
Wanner, 2000]. Die homologe Rekombination kann durch die Phagenproteine RecE/RecT von
Rac-Prophagen [Zhang et al., 1998] oder durch die Red-Proteine des Bakteriophagen λ erreicht
werden [Muyrers et al., 1999]. Den Ergebnissen dieser Arbeit liegt die Rekombination durch die
Gene exo, beta und gam aus dem Bakteriophagen λ zugrunde. Das exo-Gen codiert fu¨r eine
Exonuklease, die 3’-U¨berha¨nge erzeugt, das beta-Genprodukt ist ein Einzelstrang-bindendes
Protein, das die Anlagerung komplementa¨rer DNA-Einzelstra¨nge fo¨rdert und so einen Strang-
austausch vermitteln kann. Das gam-Genprodukt inhibiert die recBCD-Nuklease, damit der
Abbau der eingebrachten linearen DNA verhindert wird. Die drei Gene liegen als einfache Kopie
im Genom von E. coli vor. Ihr γ pL-Promotor wird von einem temperatursensitiven Repressor
reguliert. Bei 32°C ist der Repressor aktiv. Wenn die Temperatur fu¨r 15 min auf 42°C angeho-
ben wird, wird die Rekombinationsfunktion transient unterstu¨tzt [Lee et al., 2001]. Im Fall des
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HVS BACs C488 [Toptan et al., 2010a] befindet sich die mini-F-Sequenz im Leserahmen von
ORF14 (IE14 ) [Abb. 2.2]. ORF14 ist fu¨r die Replikation und Transformation nicht essentiell
[Knappe et al., 1997]. Das Produkt einer Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reacti-
on, PCR) des ins Genom einzubringenden Konstrukts entha¨lt eine Kassette aus Transgen und
Selektionsmarker und homologe Sequenzbereiche. Die homologen Bereiche vor und hinter der
Kassette sind zur Insertion in das virale Genom notwendig. Der Selektionsmarker wird beno¨tigt,
damit die Produkte der erfolgreichen Rekombination selektiert werden ko¨nnen, und er wird mit
Hilfe des zweiten Rekombinationsschritts der En passant-Mutagenese komplett aus dem BAC
entfernt [Tischer et al., 2006]. Die En passant-Mutagenese beruht auf einer Red-vermittelten
homologen Rekombination in zwei Schritten. Per PCR wird im ersten Schritt eine Schnittstel-
le fu¨r die Homing-Endonuklease I-SceI an das Ende des Selektionsmarkers amplifiziert. Beide
Elemente werden zusa¨tzlich von einer homologen Sequenz flankiert, die Teil des Gens vor
dem Selektionsmarker sein kann. Diese I-SceI-Endonuklease, die urspru¨nglich von Introns in
Mitochondrien der Hefe Saccharomyces cerevisiae codiert wird [Jacquier und Dujon, 1985], wird
in diesem Fall zusammen mit den Red-Genen induziert, so dass die homologe Rekombination
effizient stattfinden kann. Durch diese Methode ko¨nnen große Deletionen, Punktmutationen
und Sequenzen an einer spezifischen Stelle schnell und effizient eingefu¨gt werden [Tischer et
al., 2006]. Zudem kann das Produkt durch erneutes Einfu¨gen eines Konstrukts mit Selektions-
marker und I-SceI-Schnittstelle weiter vera¨ndert werden. Dabei bleiben keinerlei operationale
Sequenzen wie Marker- oder Resistenzgene zuru¨ck, so dass sekunda¨re unerwu¨nschte Effekte
vermieden werden ko¨nnen.
2.3 Gegen ErbB2 gerichteter chima¨rer T-Zell-Rezeptor
2.3.1 T-Zell-Rezeptor-Komplex und Signalwege
Der T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor, TCR) befindet sich auf der Oberfla¨che von T-
Lymphozyten. Bei 95 % der T-Zellen besteht dieser aus den Ketten α und β, nur 5 % der
T-Lymphozyten tragen einen γδ-TCR [Murphy, 2011]. Die beiden TCR-Ketten sind u¨ber Di-
sulfidbru¨cken miteinander verbunden und bilden ein Heterodimer. Jede dieser Ketten besteht
aus einer variablen, einer konstanten, einer transmembrana¨ren und einer cytoplasmatischen
Doma¨ne. Die variable Doma¨ne erkennt die Antigene und wird durch das Rearrangement von
verschiedenen Genabschnitten gebildet, die sich in variabel (V), divers (D) und Verbindungs-
stu¨cke (joining, J) unterteilen [Gascoigne et al., 2001; Rudolph et al., 2006; Murphy, 2011].
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Abb. 2.3: Natu¨rlicher αβ-T-Zell-Rezeptor-Komplex. Dargestellt ist ein in der Zellmembran eingelagerter
natu¨rlicher αβ-TCR-Komplex mit seinen Untereinheiten.
Die große Diversita¨t der TCR-Moleku¨le ermo¨glicht die Erkennung vieler verschiedener Antige-
ne. Diese Antigene werden von Haupthistokompatibilita¨tskomplexen (Major histocompatibility
complex, MHC) auf antigenpra¨sentierenden Zellen pra¨sentiert [Huang et al., 2012]. Auch wenn
die Antigen-Bindestelle nur eine geringe Affinita¨t zum Liganden aufweist, kann das Antigen ef-
fizient erkannt werden, da gleichzeitig viele TCR-Moleku¨le die Zielzelle binden. TCRs der cyto-
toxischen CD8+-T-Lymphozyten erkennen in der Regel Antigen-MHC-I-Komplexe und TCRs
der CD4+-T-Helferzellen Antigen-MHC-II-Komplexe [Gascoigne et al., 2001; Murphy, 2011].
Der αβ-TCR ist auf der Oberfla¨che der T-Lymphozyten mit den invarianten Ketten von CD3
zusammengelagert, zu denen zwei Heterodimere aus δ und γ und das ζζ-Homodimer geho¨ren.
Diesen gesamten Komplex nennt man TCR-Komplex [Abb. 2.3]. Die einzelnen Untereinheiten
werden u¨ber einmalige hochspezifische polare Interaktionen zwischen Transmembrandoma¨nen
zusammengehalten [Call et al., 2002; Call und Wucherpfennig, 2005]. Die Signalu¨bertragung
la¨uft u¨ber die Tyrosin-basierten Immunrezeptor-Aktivierungmotive (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif, ITAM) [Abram und Lowell, 2007; Ivashkiv, 2009] der CD3-Ketten, da
die TCR-αβ-Ketten nur einen sehr kurzen cytoplasmatischen Bereich aufweisen, der keine ei-
gensta¨ndige Signaltransduktion erlaubt. Die Tyrosin-Reste in diesen Motiven werden nach der
Bindung des TCR an den Antigen-MHC-Komplex durch Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der
Src-Familie phosphoryliert, wodurch andere Moleku¨le rekrutiert und die Signalkaskade initi-
iert werden [Janeway, 1992; Kersh und Allen, 1996; Kersh et al., 1998; Gascoigne et al., 2001].
Diese Reaktion wird als T-Zell-Aktivierung bezeichnet [Abb. 2.4]. Im ersten Schritt der TCR-
Signalkaskade wird Fyn [Cooke und Perlmutter, 1989] durch die Tyrosinphosphatase CD45
dephosphoryliert und dadurch aktiviert. Fyn phosphoryliert die ITAMs an CD3 und der ζ-
Kette [Filby et al., 2007], wodurch Bindestellen z.B. fu¨r Zeta-Chain Associated Protein Kinase
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of 70 kDa (ZAP-70) freigelegt werden. Durch die Bindung kommt ZAP-70 in die ra¨umliche
Na¨he der lymphocyte-specific protein tyrosine kinase Lck [Veillette et al., 1991], die zuvor durch
CD4 oder CD8 rekrutiert und aktiviert wurde. Lck phophoryliert sowohl die ITAMs an CD3
und der ζ-Kette, als auch ZAP-70. ZAP-70 versta¨rkt nach der ITAM-Bindung den Signalweg
[Chan et al., 1994], wird durch Adaptorproteine wie z.B. den linker for activation of T cells
(LAT) in die Na¨he der Phospholipase-Cγ gebracht und ist im Folgenden an deren Aktivierung
beteiligt. Die Aktivierungskaskade fu¨hrt zur Induktion der Transkription von Effektor-Genen
im Zellkern [Lin und Weiss, 2001]. Die Folgen sind zellula¨re Proliferation, Differenzierung, Cy-
tokinproduktion oder Apoptose, sowie die T-zellula¨re, spezifische Cytotoxizita¨t.
Abb. 2.4: Signalweg nach Aktivierung des TCR-Komplexes durch einen Antigen-MHC-Komplex.
1. Erkennung und Bindung des Antigen-MHC-Komplexes durch den TCR; 2. Dephosphorylierung von Fyn
durch CD45; 3. Phosphorylierung von ITAMs durch Fyn; 4. Rekrutierung von ZAP-70; 5. Phosphorylierung
von ZAP-70 durch Lck; 6. Bindung von ZAP-70 durch LAT; 7. Aktivierung von Phospolipase C (PLC)
durch ZAP-70; 8. Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3)
und Diacylglycerin (DAG); 9. weiterfu¨hrende Signalkaskade.
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2.3.2 Das Zielantigen ErbB2
Der ErbB2-Rezeptor [Abb. 2.5] ist ein Mitglied der ErbB-Familie der Rezeptoren fu¨r epider-
male Wachstumsfaktoren (epidermal growth factor, EGF), einer Familie von Rezeptortyrosin-
kinasen (RTK) bestehend aus vier Untergruppen: EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/Neu/HER2,
ErbB3/HER3 und ErbB4/HER4 [Holbro et al., 2003]. Diese Rezeptoren regulieren wichtige
zellula¨re Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Migration, Apoptose und Entwicklung
[Schlessinger, 2000; Yarden und Sliwkowski, 2001; Holbro et al., 2003; Marmor et al., 2004].
Bei ErbB2-Defekt-Ma¨usen war die Entwicklung von Herz und Nervensystem gesto¨rt [Burden
und Yarden, 1997].
Abb. 2.5: ErbB2-Monomer. Auf der cytoplasmatischen Seite sind durch helle Streifen die verschiedenen
Tyrosin-Phosphorylierungsstellen eingezeichnet. Diese werden entweder durch Src-Kinasen (Tyr877) oder
durch Autophosphorylierung (Tyr1023, Tyr1112, Tyr1139, Tyr1196, Tyr1221/2, Tyr1248) aktiviert.
Die Mitglieder der ErbB-Familie besitzen eine einzelne Transmembran-Region und eine cyto-
plasmatische Tyrosinkinase-Doma¨ne. Mit Ausnahme von ErbB2 ist fu¨r alle anderen Mitglieder
eine Ligandenbindestelle definiert. Nach Bindung eines Liganden kommt es zur Bildung von
Homo- und Heterodimeren, bevorzugt mit ErbB2 [Ullrich und Schlessinger, 1990]. Die Bil-
dung von Dimeren fu¨hrt zu einer Aktivierung der intrinsischen Kinasedoma¨ne und somit zu
Autophosphorylierung an spezifischen Tyrosinresten der cytoplasmatischen Doma¨ne. Die ent-
stehenden Bindestellen werden von nachgeschalteten Effektoren besetzt. Durch ErbB2 werden
u.a. die durch Ras aktivierte Mitogen-aktivierende Proteinkinase (MAPK), die durch Protein-
kinase B (Akt) regulierte Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die durch Proteinkinase C
aktivierte Phospholipase C stimuliert [Pawson und Scott, 1997; Olayioye et al., 2000; Yarden
und Sliwkowski, 2001].
ErbB2-Rezeptoren sind in der Entstehung vieler Typen humaner Tumoren involviert. Eine
U¨berexpression konnte u.a. in humanen Malignomen der Mammae, Ovarien, der Harnblase
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und des Magens nachgewiesen werden [Berger et al., 1988; Slamon et al., 1989; Lemoine et al.,
1991; Sauter et al., 1993]. U¨berexprimiertes ErbB2 ist wichtig im Hinblick auf die Proliferation
von Tumorzellen und ist mit einer schlechten klinischen Prognose u.a. bei Mammakarzinom-
Patientinnen assoziiert [Hynes und Stern, 1994]. Seit dieser Erkenntnis gilt ErbB2 als wesent-
liches therapeutisches Ziel, z.B. durch den Einsatz von antagonistischen Antiko¨rpern [Lane et
al., 2000; Yakes et al., 2002], kleinen Kinaseinhibitoren [Moasser et al., 2001; Motoyama et
al., 2002], Komponenten, die einen ErbB2-Abbau bewirken [Basso et al., 2002; Mu¨nster et al.,
2002], und Einzelkettenantiko¨rpern (single chain antibody fragment of variable region, scfr).
Die scfr-Antiko¨rper bewirken durch das Zuru¨ckhalten im endoplasmatischen Retikulum (ER)
der Tumorzelle die funktionelle Inaktivierung von ErbB2 [Neve et al., 2000]. Der Verlust von
ErbB2 auf der Oberfla¨che der SKBR3-Zellen fu¨hrte zu einer Abnahme der Tyrosinphospho-
rylierung von ErbB2 und ErbB3 und somit zu einem signifikanten Abfall der Aktivita¨t des
PI3K- und Ras/MAP-Kinase-Signalweges. Im Ergebnis blieben die Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus stehen [Neve et al., 2000]. Dasselbe Antiko¨rperfragment scFv-(FRP5) wurde in den
vorliegenden Versuchen verwendet und in einen rhadinoviralen HVS-Vektor durch En passant-
Mutagenese integriert [Tischer et al., 2006].
Die Steigerung der ErbB2-Aktivita¨t in Tumorzellen kann durch eine autokrine Sekretionsschlei-
fe, in die eine U¨berexpression von Liganden und Rezeptoren in den Tumorzellen involviert
ist, oder durch eine parakrine Produktion der ErbB-Liganden durch Stromazellen stattfinden
[Salomon et al., 1995]. Als weitere Mo¨glichkeit wird eine konstitutive Rezeptoraktivita¨t an-
genommen [Lonardo et al., 1990]. Mutationen wurden im ErbB2-Gen nur selten beschrieben.
Die U¨berexpression von ErbB2 in 20 bis 30 % der Mamma- und Ovarialkarzinome wird durch
Genamplifikation bedingt. Diese ist infolge der Herunterregulation von p21Waf1 mit einer Che-
moresistenz, einer Apoptose-Resistenz und einer schlechten Prognose verbunden [Yu et al.,
1998]. Der onkogene Effekt basiert auf der starken basalen Autophosphorylierung von ErbB2
[Lonardo et al., 1990]. Hohe Expressionsspiegel fu¨hren zu einer konstitutiven Homodimerisie-
rung, die in Zellkulturmodellen eine transformierende Wirkung zeigte [Di Fiore et al., 1987; Di
Marco et al., 1990]. Bei Heterodimeren mit ErbB1 sorgt ErbB2 fu¨r eine geringere Endocytose
[Sorkin et al., 1993; Baulida et al., 1996], eine Reduzierung des lysosomalen Abbaus [Lenferink
et al., 1998; Worthylake et al., 1999] und dadurch zu einer la¨ngeren Ligandenbindung auf der
Oberfla¨che der Zelle [Karunagaran et al., 1996]. ErbB-Rezeptortyrosinkinasen werden auch
durch ihre intrazellulare Lokalisation reguliert. ErbB2, ebenso wie ErbB1 und ErbB4, sind in
membrana¨ren Mikrodoma¨nen (Caveolae) angereichert [Anderson, 1998; Schlegel et al., 2000].
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Caveolae sind Cholesterin-reiche Einbuchtungen der Plasmamembran und somit spezielle lipid
rafts mit einer typischen Zusammensetzung an Proteinen und Lipiden. Das Hauptprotein ist
Caveolin. Caveolin-1 interagiert mit den ErbBs, wodurch es zu einer Verminderung ihrer Kina-
seaktivita¨t kommt [Couet et al., 1997; Engelman et al., 1998]. Entsprechend bewirkt Caveolin
einen tumorsuppresiven Effekt [Galbiati et al., 1998; Razani et al., 2001].
2.3.3 Chima¨re T-Zell-Rezeptoren
Chima¨re T-Zell-Rezeptoren (cTCR) oder chima¨re Antigenrezeptoren (CAR) sind Kon-
strukte aus monoklonalen Antiko¨rpern und Proteindoma¨nen zur Signalweiterleitung in T-
Lymphozyten. Sie werden auf der Oberfla¨che von T-Zellen exprimiert und ermo¨glichen eine an-
tigenspezifische, MHC-unabha¨ngige cytotoxische Wirkung. Die MHC-unanha¨ngige Wirkung ist
von entscheidender Bedeutung, wenn die MHC-Expression in Tumoren durch Vera¨nderungen
in ihrer Prozessierung oder Pra¨sentierung herunterreguliert ist [Finke et al., 1999; Sadelain
et al., 2003; Zippelius et al., 2004; Seliger, 2008]. Die in CARs bzw. cTCRs verwendeten An-
tiko¨rper-Doma¨nen sind meistens gegen tumorspezifische Oberfla¨chenantigene gerichtet [Tab.
2.1]. Diese Strategie vereint die zellula¨re und humorale Seite der Immunantwort. Sie stellt eine
wesentliche Methode der adoptiven Zelltherapie zur Behandlung von Tumoren dar [Rosenberg
et al., 1988; Rosenberg et al., 2008].
Tab. 2.1: Zielmoleku¨le fu¨r cTCR-/CAR-basierte Immuntherapien. nach Maher, 2012.
Moleku¨l Tumor Antigen Referenz
CD19 B-Zellen Protein Cooper et al., 2003;
Kochenderfer et al., 2009;




Protein Moritz und Groner, 1995;
Altenschmidt et al., 1996;
Chmielewski et al., 2004;
Pinthus et al., 2004
TAG72 Magen-Darm Kohlenhydrat Hombach et al., 1997
MUC1 Mamma, Ovar stark glykosyliertes Protein Wilkie et al., 2008
GD3 Haut Gangliosid Yun et al., 2000
Der erste CAR entstand durch die Fusion eines scFv mit der CD3ζ-Kette [Eshhar et al., 1993],
da diese Kette fu¨r die T-Zellaktivierung zentral wesentlich ist [Letourneur und Klausner 1991;
Irving et al., 1993]. Die Gruppe der CARs der ersten Generation besteht aus der Antigen-
erkennenden extrazellula¨ren Doma¨ne mit einer scFv-Kombination der variablen Regionen der
schweren und leichten Kette eines Antiko¨rpers, der Transmembran-Doma¨ne und der intrazel-
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lula¨ren Doma¨ne [Abb. 2.6]. Die extrazellula¨re Doma¨ne sitzt auf einem kurzen Peptid-Linker
aus Glycin oder Serin und ist somit flexibel. Die intrazellula¨re Doma¨ne besteht meist aus der
ζ-Kette des TCR-Komplexes mit seinen ITAMs [Eshhar et al., 1993; Eshhar et al., 1996].
Die CAR-Moleku¨le haben ein Molekulargewicht von ungefa¨hr 28 kDa [Holliger und Hudson,
2005]. CARs der ersten Generation fu¨hren zu einer tumorgerichteten Cytotoxizita¨t der T-
Lymphozyten [Tab. 2.2] [Cartellieri et al., 2010].
Abb. 2.6: Chima¨rer T-Zell-Rezeptor. A Dargestellt ist ein allgemeiner chima¨rer T-Zell-Rezeptor. Die
costimulatorische Bindungsdoma¨ne (CB) sind von der Generation und Verwendung des chima¨ren T-Zell-
Rezeptors abha¨ngig. B Der verwendete cTCR besteht aus einer ErbB2-bindenden scFv-Doma¨ne, einem
CD8α-Linker und der ζ-Ketten mit ihren ITAMs.
Die zweite Generation wurde durch eine zusa¨tzliche intrazellula¨re costimulatorische Bindungs-
doma¨ne (CD28, CD134, CD137 oder ICOS) zwischen der transmembranen Doma¨ne und den
ITAMs erga¨nzt. Durch diesen Zusatz kommt es zu einer gesteigerten Proliferation, Cytokin-
sekretion, Resistenz gegen regulatorische T-Zellen und in vivo-Persistenz [Tab. 2.2].
Tab. 2.2: Generationen von chima¨ren T-Zell-Rezeptoren. Dargestellt sind die drei Generationen der
cTCR mit ihren intrazellula¨ren Bestandteilen (CB: costimulatorische Bindungsdoma¨nen) nach Cartellieri et
al., 2010.
ITAM-Kette CB1 CB2 Auswirkung
1. Generation vorhanden nicht vorhanden nicht vorhanden Cytotoxizita¨t ↑
2. Generation vorhanden CD28/CD134
CD137/ICOS












Diese Eigenschaften sind bei der dritten Generation CARs noch ausgepra¨gter. In diesen CARs
ist unterhalb der CD28-Doma¨ne zusa¨tzlich eine CD134- oder CD137-Doma¨ne integriert [Car-
tellieri et al., 2010]. Eine Linker-Region zwischen der Binde- und der Transmembrandoma¨ne
erho¨ht die Flexibilita¨t des Rezeptors und seine Zuga¨ngigkeit zum Bindungsmotiv, die sonst
unter anderem durch die ausgepra¨gte Glykokalyx der T-Zellen nicht mo¨glich wa¨re [Moritz und
Groner, 1995].
Fu¨r den Gentransfer der chima¨ren Antigenrezeptoren in T-Lymphozyten wurden verschiedene
Mo¨glichkeiten erprobt. Lentivirale [Cavalieri et al., 2003; Huang et al., 2008], konventionell
retrovirale [Sauce et al., 2002] oder Retrotransposon-Systeme [Singh et al., 2008; Manuri et
al., 2010] wurden verwendet oder eine Elektroporation von DNA [Serrano et al., 2006] oder
mRNA [Birkholz et al., 2009] durchgefu¨hrt. Dabei stellte sich heraus, dass der virale Gentrans-
fer aufgrund der Transferrate und Langzeitexpression zu bevorzugen ist. Allerdings unterliegt
die la¨ngerfristige Expression bei integrierenden Vektoren ha¨ufig einer sekunda¨ren Inaktivierung
bzw. dem Silencing. CARs werden auch zu der Behandlung von Virusinfektionen eingesetzt
[Roberts et al., 1994; Mitsuyasu et al., 2000; Full et al., 2010] oder bei Autoimmunkrankhei-
ten nach der Expression auf der Oberfla¨che von regulatorischen T-Zellen [Elinav et al., 2008;
Elinav et al., 2009; Hombach et al., 2009].
2.4 Induziert exprimierte Transgene
2.4.1 Tetracyclin-Doppelschalter-System
Das urspru¨ngliche Tetracyclin-(Tet)-System ist das sogenannte Tet-Off-System. Hierbei sorgt
die Zugabe des Antibiotikums Tet in das Kulturmedium dafu¨r, dass das Gen in der regula-
torischen Kassette reprimiert, nicht abgelesen und somit nicht exprimiert wird [Gossen und
Bujard, 1992]. In dieser Arbeit wurde fu¨r verschiedene Fragestellungen eine besondere Variante
des Tet-On-Systems verwendet, bei dem im Gegensatz zum Tet-Off-System die Transkription
durch Tet-Gabe induziert wird [Abb. 2.7]. Entscheidend fu¨r die Funktionalita¨t beider Systeme
sind die Bestandteile der regulatorischen Kassette. Dazu geho¨ren die Tet-Operatoren (TetO),
der Tet-abha¨ngige Transsilencer (tTS) und der (reverse) Tet-abha¨ngige Transaktivator (rtTA).
Das Prinzip beruht auf der natu¨rlichen Resistenzbildung gegen Tet in gramnegativen Bakte-
rien. Verantwortlich dafu¨r sind der Tet-Antiporter (TetA) und der Tet-Repressor (TetR). Der
Tet-Antiporter ist ein Protonen-Antiporter in der Membran, der Protonen in die Zelle und Tet
aus der Zelle herauspumpt. Dieser wird erst dann exprimiert, wenn sich Tet in der Umgebung
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der Zelle befindet. Die Repression wird durch TetR vermittelt. Der dimere TetR bindet in
Abwesenheit von Tet an die TetOs, wodurch die Expression des Repressors selbst und von
TetA minimiert wird. Wenn Tet in die Zelle diffundiert, wird es von TetR gebunden, der sich
daraufhin von den TetOs lo¨st und die Synthese vom TetA ermo¨glicht [Gossen et al., 1995;
Berens und Hillen, 2004].
Abb. 2.7: Tet-On-System. A In Abwesenheit von Tet oder Doxycyclin (Dox) bindet der Tet-abha¨ngige
Transsilencer (tTS) an die Tet-Operatoren (TetO), so dass keine Expression des Zielgens mehr stattfinden
kann. B Tet oder Dox bindet an den reversen Tet-abha¨ngigen Transaktivator (rtTA). Der Komplex verdra¨ngt
den Silencer und bindet selbst an die Tet-Operator, was zu einer Expression der Zielgene fu¨hrt.
Damit das System auch in eukaryonten Zellen angewendet werden kann, wurde der prokaryonte
TetR mit der negativ geladenen, C-terminalen Aktivierungs-Doma¨ne des viralen Transkripti-
onsaktivators VP16 aus HSV-1 (Tet-abha¨ngiger Transaktivator, tTA) fusioniert. Als Folge
musste auch ein tTA-aktivierbarer Promotor konstruiert werden. Eine starke Aktivierung der
Transkription konnte durch multimere TetOs stromaufwa¨rts einer Minimalpromotorsequenz
erreicht werden [Gossen und Bujard, 1992]. Die Genexpression ist weiterhin stark abha¨ngig
von der An- bzw. Abwesenheit von Tet und Tet-Derivaten, wie z.B. Doxycyclin (Dox) [Degen-
kolb et al., 1991].
Fu¨r die Weiterentwicklung des Tet-Off-Systems zum hier verwendeten Tet-On-System [Abb.
2.7] wurden vier Aminosa¨uren im TetR-Bereich ausgetauscht. Dadurch wurde der Transakti-
vator zum rtTA, der nur noch in Anwesenheit von Tet an den Operator bindet [Gossen und
Bujard, 1992; Gossen et al., 1995]. Durch Screening-Verfahren wurden Varianten mit einer ho-
hen Induktionsrate, einer hohen Dox-Sensitivita¨t und einer geringen Basalexpression gefunden.
Zusa¨tzlich wurde die Codonverwendung fu¨r humane Zellen optimiert (rtTA2S-M2) [Urlinger et
al., 2000]. Die Basalexpression konnte durch die Fusion von TetR mit der humanen Kru¨ppel-
assoziierten Box der Kox-1-Doma¨ne reduziert werden, wodurch ein tTS entstand [Ryu et al.,
2001]. Dieser Erneuerung fu¨hrte zu einem Doppelschalter-System, in dem tTS und rtTA bi-
cistronisch u¨ber ein IRES-Element exprimiert werden. In Abwesenheit von Dox sorgt tTS fu¨r
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eine stringente Transkriptionssuppression, wa¨hrend rtTA in Anwesenheit von Dox die Trans-
genexpression ermo¨glicht [Bornkamm et al., 2005].
Durch die Mo¨glichkeit, Gene spezifisch ein- und auszuschalten, eignen sich die Tet-Regulations-
Systeme fu¨r die Gentherapie. Tet kann problemlos durch die Membranen der untersuchten
Zielzellen diffundieren und ist sogar in der Lage, die Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta zu
passieren. Infolge der hohen Bindekonstante fu¨r den Operator (etwa 1011 M−1) und der sehr
geringen Affinita¨t fu¨r unspezifische DNA (< 105 M−1) ist die beno¨tigte Menge des meist ge-
nutzten Induktors Dox mit 10 bis 1.000 ng/ml sehr gering. Diese Konzentration liegt deutlich
unterhalb der toxischen Wirkung von Dox (HeLa-Zellen: > 3 µg/ml) [Gossen et al., 1995]. Fu¨r
den Einsatz des Tet-Doppelschalter-Systems sind Vektoren mit einer hohen Klonierungskapa-
zita¨t notwendig.
2.4.2 Doxycyclin-induzierte Apoptose
Die Apoptose wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet [Kerr et al., 1972] und be-
schreibt im Gegensatz zur Nekrose den aktiv induzierten Zelltod. Dieses Selbstmordprogramm
der Zelle wird sowohl wa¨hrend der Entwicklung eines Organismus als auch in adulten Geweben
genutzt [Wyllie et al., 1980]. Viele Nervenzellen sterben durch Apoptose nach ihrer Entstehung
im Rahmen der Anpassung an die Vernetzung. Durch die Kondensation des Chromatins be-
ginnt die Zelle zu schrumpfen. Im na¨chsten Schritt kommt es zur Fragmentierung des Zellkerns
und zum Zerfall der Zelle in apoptotische Vesikel. Diese werden von Makrophagen durch Pha-
gocytose aufgenommen und abgebaut [Kerr et al., 1972; Saraste und Pulkki, 2000; Elmore,
2007].
Schlu¨sselproteine der Apoptose sind die Caspasen. Die Bezeichnung
”
Caspase“ leitet sich
vom strukturellen Aufbau des aktiven Zentrums ab. Diese Enzyme tragen im aktiven Zen-
trum die Aminosa¨ure Cystein (Cystein-Proteasen) [Alnemri et al., 1996] und spalten die
C-terminale Peptidbindung von Aspartat. Caspasen lassen sich in zwei Gruppen einteilen:
Initiator-Caspasen (u.a. Caspase 8 und 9) und Effektor-Caspasen (u.a. Caspase 3, 6 und 7)
[Earnshaw et al., 1999]. Initiator-Caspasen ko¨nnen auf zwei verschiedenen Wegen durch limi-
tierte Proteolyse aktiviert werden und dann die Effektor-Caspasen aktivieren. Der extrinsische
Weg wird u¨ber Todesrezeptoren (u.a. CD95 oder Tumornekrosefaktor-α-Rezeptor) oder Cas-
pase 8 initialisiert [Ashkenazi und Dixit, 1998; Boatright und Salvesen, 2003]. Der intrinsische
Weg fu¨hrt u¨ber die Mitochondrien zur Aktivierung der Caspase 9 [Boatright und Salvesen,
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2003]. Pro-Caspase 3 wird entweder von Caspase 8 oder 9 durch limitierte Proteolyse zu Cas-
pase 3 aktiviert. Caspase 3 spaltet u.a. Lamin oder die Proteinkinase C [Lazebnik et al., 1995;
Voelkel-Johnson et al., 1995], die fu¨r DNA-Fragmentierung, Chromatinkondensation und Ve-
sikelbildung der Plasmamembran wichtig ist [Sahara et al., 1999; Wolf et al., 1999; Sebbagh
et al., 2001] und aktiviert die spezifische Caspase-aktivierte DNase durch Proteolyse ihres
Inhibitors [Sakahira et al., 1998]. Außerdem ist Caspase 3 fu¨r die Spaltung der Poly-ADP-
Ribose-Polymerase (PARP) verantwortlich [Lazebnik et al., 1994], die in dieser Arbeit als
Apoptosenachweis per Westernblot dient. Der konzertierte Ablauf dieser Reaktionen fu¨hrt in
einer Signalkaskade zum programmierten Zelltod [Abb. 2.8] [Nun˜ez et al., 1998].
Abb. 2.8: Dox-induzierte Apoptose in Zellen mit rekombinantem HVS. Gelangt Dox in den Zellkern,
bindet es dort mit rtTA an TetO und sorgt fu¨r die Synthese der mRNA fu¨r tBid oder die reverse Caspase
3. tBid integriert in die Mitochondrienmembran und fu¨hrt zur Dimerisierung von Bax und Bak. Dieses
Heteromer bildet einen Kanal, durch den Cytochrom c und Ca2+ ins Cytoplasma gelangt. Cytochrom c
bindet an Apaf-1 und aktiviert die Pro-Caspase 9. Diese fu¨hrt eine limitierte Proteolyse der Pro-Caspase 3
durch. Als Effektor-Caspase leitet die reverse Caspase 3 die finalen Schritte der Apoptose ein. Ca2+ bindet
an die Scramblase, die Phosphatidylserin auf die Außenseite der Membran befo¨rdert. Phosphatidylserin wird
dort durch Annexin V erkannt.
In dieser Arbeit wurde zur Induktion der Apoptose die reverse Caspase 3 verwendet [Srini-
vasula et al., 1998a]. Der Unterschied zum Wildtyp der Caspase 3 besteht in der Anordnung
der Untereinheiten und der Prozessierung vor der Faltung. Die endgu¨ltige Struktur imitiert
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die Struktur des aktiven Wildtyp-Moleku¨ls. Bei der reversen Caspase 3 wurde die kleine Un-
tereinheit vor das Verbindungsstu¨ck der großen Untereinheit kloniert. Vor der Faltung in das
aktive Protein kommt es nicht zu einer Trennung von großer und kleiner Untereinheit. Versu-
che zeigten, dass die apoptotische Wirkung der reversen Caspase 3 die Wirkung des Wildtyps
deutlich u¨bertraf [Srinivasula et al., 1998a].
Das cytosolische Protein BH3 interacting domain death agonist (Bid) ist ein Mitglied der Bcl-
2-Familie [Billen et al., 2009], deren Merkmal die spezifischen Bcl-2-Homologie-Doma¨nen (BH)
ist. Die Bildung von Homo- oder Heterodimeren ist mo¨glich. Proteine der Bcl-2-Familie agieren
als anti- oder proapoptotische Regulatoren [Adams und Cory, 1998]. Bid geho¨rt zu den pro-
apoptotischen Mitgliedern, die nur die BH3-Doma¨ne enthalten [Billen et al., 2009]. Die Funkti-
on von Bid steht na¨her am Anfang der apoptotischen Signalkaskade als die terminal wirkende
Caspase 3. Nachdem Bid von der Caspase 8 gespalten und dadurch zum verku¨rzten Bid (trun-
cated Bid, tBid) wird, transloziert es durch eine Interaktion mit Cardiolipin in die Mitochon-
drienmembran [Lutter et al., 2000]. Dort initiiert es eine Porenbildung durch die Aktivierung
der Proteine Bax und Bak, in deren Folge Cytochrom c und Ca2+ freigesetzt werden [Gross et
al., 1999; Heibein et al., 2000; Kuwana et al., 2002]. Cytochrom c bindet zusammen mit Des-
oxyadenosintriphosphat (dATP) an den apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1)
[Adams und Cory, 2002]. Dadurch kommt es zu einer Konformationsa¨nderung des Proteins [Sri-
nivasula et al., 1998b] und somit zur Bindung von Apaf-1 an die Caspase-Rekrutierungsdoma¨ne
der Pro-Caspase 9 [Hu et al., 1998]. Die Folge ist die autolytische Aktivierung zur Caspase 9.
Dieser aktive Komplex der Caspase 9 wird auch Apoptosom genannt [Zou et al., 1999]. In
weiteren Schritten wird die Caspasen-Kaskade aktiviert [Abb. 2.8].
Außerdem bindet Ca2+ an die Scramblase, die dadurch aktiviert wird und nach Bindung an
Phosphatidylserin auf der Innenseite der Cytoplasmamembran Phosphatidylserin in den pe-
riplasmatischen Raum transferiert [Sahu et al., 2007]. Durch diese Oberfla¨chenvera¨nderung
bindet das extrazellula¨re Matrixprotein Annexin V an Serin. Folglich kann auch die Bindung
von Annexin V an Serin als Indikator fu¨r den Zelltod dienen [Abb. 2.8] [Koopman et al., 1994;
Boersma et al., 2005].
In dieser Arbeit wurde die Induktion der Apoptose fu¨r verschiedene Fragestellungen untersucht.
Die Tet-abha¨ngige Expression von tBid und reverser Caspase 3 sollte spezifisch in humanen
Hepatomzellen oder humanen T-Lymphozyten aktiviert werden. Dazu wurden Konstrukte mit




Alpha-Fetoprotein (AFP) ist ein Polypeptid aus 591 Aminosa¨uren (68/70 kDa) und einer
Asparagin-verknu¨pften (Asn233) Kohlenhydratkette [Yoshima et al., 1980; Lemire und Fau-
sto, 1991; Mizejewski, 1997]. AFP ist ein meist monomeres sekretorisches Protein mit struk-
turellen und physiochemischen Eigenschaften a¨hnlich dem Albumin [Lazarevich, 1999]. Die
genaue Funktion von AFP ist unklar. Es bindet und transportiert eine Reihe von Liganden wie
Bilirubin, Fettsa¨uren, Retinoide, Steroide, Schwermetalle, Flavonoide, Phytoo¨strogene, Dioxin
und verschiedene Medikamente [Deutsch, 1991; Mizejewski, 2001; Terentiev und Moldogazieva,
2006]. Kurz nach der Geburt fa¨llt der AFP-Spiegel um das 104-fache ab. Die AFP-Synthese ist
in Lebertumoren [Tatarinov, 1964] und Teratoblastomen [Abelev et al., 1967] stark erho¨ht.
AFP ist in der Onkologie ein wichtiger Tumormarker, seit Tatarinov AFP im Serum von Pati-
enten mit hepatozellula¨rem Karzinom (Hepatocellular carcinoma, HCC) beschrieb [Tatarinov,
1964]. Die Korrelation zwischen AFP im Serum und HCC wurde mehrfach gezeigt [Abelev et
al., 1963; Alpert et al., 1968; Purves et al., 1968; Smith und Todd, 1968; Alpert et al., 1971;
Ruoslahti und Seppa¨la¨, 1971; McIntire et al., 1972]. Erho¨hte AFP-Werte ko¨nnen ebenfalls bei
Hepatitiden, Leberzirrhosen und testikula¨ren und ovariellen Tumoren auftreten.
Das AFP-Gen besitzt stromaufwa¨rts eine regulatorische Region von 7 kb. Diese besteht aus
einem gewebespezifischen Promotor, zwei unabha¨ngigen Enhancern und zwei Silencerregionen.
Die Enhancerregionen befinden sich bei -4,0 bis -3,7 kb und bei -3,7 bis -3,3 kb vor dem Pro-
motor. Im proximalen Promotor befindet sich die Bindestelle fu¨r HNF1 (hepatocyte nuclear
factor 1 homeobox A). HNF1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in Leberzellen stark exprimiert
wird und in die Expressionsregulation vieler leberspezifischer Gene involviert ist [Courtois et
al., 1987]. Die Silencer der AFP-regulatorischen Kassette befinden sich zwischen -1.822 bis
-951 bp und -402 bis -169 bp vor dem Promotor. Der distale Silencer ist sta¨rker, er hemmt die
Aktivita¨t homologer und heterologer Enhancer, hat bis jetzt aber keinen bekannten Einfluss
auf die AFP-Promotorfunktion [Nakabayashi et al., 1991].
CD2 ist ein Zelladha¨sionsmoleku¨l mit zwei Immunglobulin-a¨hnlichen Doma¨nen, einer einzel-
nen Transmembran-Region und einer positiv geladenen prolinreichen Cytoplasmadoma¨ne, die
hoch konserviert ist [Moingeon et al., 1989; Davis und van der Merwe, 1996]. CD2 befindet
sich auf der Oberfla¨che von Thymozyten, den Vorla¨uferzellen von T-Lymphozyten, natu¨rlichen
Killerzellen und auf reifen T-Zellen. Der bekannteste Ligand ist LFA-3, der auf antigen-
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pra¨sentierenden Zellen und teilweise auch auf Makrophagen exprimiert wird und in die Si-
gnaltransduktion und Zelladha¨sion involviert ist [Barbosa et al., 1986; Wallich et al., 1998].
Die Interaktion von CD2 mit LFA-3 steigert die durch die T-Zell-Antigenerkennung induzierte
Signaltransduktion beachtlich [Springer et al., 1987; Moingeon et al., 1989; Bierer et al., 1989].
Eine U¨berexpression von CD2 wurde bei der T-zellula¨ren akuten lymphatischen Leuka¨mie und
bei T-Zell-Lymphomen nachgewiesen. Fu¨r HVS-transformierte T-Lymphozyten ist außerdem
die CD2-Hyperreaktivita¨t typisch, die von der CD2-LFA-3-Interaktion abha¨ngig ist [Mittru¨cker
et al., 1992]. Die Enhancer-Promotor-Regionen aus den Genen fu¨r AFP und CD2 wurden zur
Zelltyp-spezifischen Expression der Tet-Transregulatoren eingesetzt.
2.4.4 Glykoprotein 130
Das Glykoprotein gp130 hat eine Molekularmasse von ca. 130 kDa. Die humane Variante wurde
erstmals 1990 kloniert [Hibi et al., 1990] und die murine Variante 1992 [Saito et al., 1992]. Die
beiden Proteine haben eine Aminosa¨urehomologie von 76,8 %. Die Expression findet in der
Maus in vielen Organen (Herz, Nieren, Milz, Leber, Lunge, Plazenta und Gehirn) statt [Saito
et al., 1992]. Die Deletion des gp130-Gens fu¨hrt bei Ma¨usen zu einer embryonalen Letalita¨t
nach 12,5 Tagen [Yoshida et al., 1996] und zeigt, dass gp130 eine wichtige Rolle bei Entwick-
lung, Ha¨matopoese, Zellu¨berleben und Wachstum spielt [Jones et al., 2011].
Abb. 2.9: gp130-Monomer. Dicker schwarzer Balken: WSXWS-Motiv; du¨nne schwarze Balken: Cysteine;
du¨nne weiße Balken: Tyrosine; dicker grauer Balken: Di-Leucin-Motiv.
Das gp130-Protein ist ein Transmembranprotein und besitzt das Aminosa¨uremotiv WSXWS,
das eine korrekte Proteinfaltung und Ligandenbindung gewa¨hrleistet [Abb. 2.9]. Wegen dieses
Motivs und wegen seiner Funktion als Bestandteil von Cytokinrezeptoren wird es zu den Typ
I-Cytokinrezeptoren geza¨hlt. Das Protein gp130 bildet eine Untereinheit verschiedener Signal-
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komplexe und ist fu¨r die Weiterleitung der Signale einiger Cytokine in die Zelle verantwortlich.
Zu den Cytokinen, die mit Hilfe von gp130 wirken, geho¨ren IL-6, IL-11, Leuka¨mie-Inhibitor-
Faktor (LIF), Cardiotrophin-1 (CT-1), zilia¨rer neurotropher Faktor (CNTF) und Oncostatin-M
(OSM) [Yoshida et al., 1996; Betz et al., 1998]. Alle diese Cytokine wirken u¨ber einen zwei-
oder dreigliedrigen Rezeptorkomplex. Hierbei werden Signale u¨ber Homodimerisierung (IL-6,
IL-11) oder Heterodimerisierung von gp130 mit dem LIFR (LIF, CT-1, CNTF, OSM) oder
dem OSMR (OSM) weitergegeben [Heinrich et al., 2003].
Tab. 2.3: IL-6-Typ-Cytokinrezeptor-Komplexe. nach Heinrich et al., 2003.
Cytokin 1. Rezeptor- 2. Rezeptor- α-Rezeptor Referenz
untereinheit untereinheit
IL-6 gp130 gp130 IL-6R Murakami et al., 1993
IL-11 gp130 gp130 IL-11R Yin et al., 1993
gp130 n.d. Neddermann et al., 1996
LIF LIFR gp130 Gearing et al., 1992
CT-1 LIFR gp130 vorhanden Pennica et al., 1995
CNTF LIFR gp130 CNTF-R Davis et al., 1993
OSM LIFR gp130 Gearing et al., 1992
OSMR gp130 Ichihara et al., 1997
Das Protein gp130 besitzt keine intrinsische Tyrosin-Kinase-Aktivita¨t. Stattdessen werden Ty-
rosinreste nach Komplexierung mit anderen Proteinen phosphoryliert. Die Phosphorylierung
fu¨hrt zur Assoziation mit Januskinasen und signal transducers and activators of transcripti-
on-Transkriptionsfaktoren (STAT-Faktoren). Insbesondere wird STAT3 aktiviert, was zu der
Expression vieler nachgeschalteter Gene fu¨hrt [Brivanlou und Darnell, 2002; Levy und Dar-
nell, 2002; O’Shea et al., 2002]. Weitere mo¨gliche Signalwege aktivieren Ras und MAPK. In
verschiedenen Zelllinien wurde eine Lokalisation von gp130 in Plasmamembran-Mikrodoma¨nen
wie lipid rafts und Caveolae gefunden [Koshelnick et al., 1997; Podar et al., 2002; Sehgal et
al., 2002]. Diese Lokalisation ko¨nnte die Voraussetzung fu¨r spezielle Signalfunktionen des Re-
zeptors sein.
In diesem Projekt wurde IL-6 dazu verwendet, die Funktionalita¨t des induziert exprimierten
gp130 zu testen. IL-6 ist ein pleiotrophes Cytokin [Kishimoto et al., 1992; Akira et al., 1993]
und wurde als ein Faktor identifiziert, der fu¨r die Induktion der Immunglobulinproduktion von
B-Lymphozyten verantwortlich ist. IL-6 geho¨rt zu den proinflammatorischen Cytokinen, wel-
che die Entzu¨ndungsreaktion des Organismus regulieren. IL-6 kommt eine Schlu¨sselstellung in
dem U¨bergang von Mechanismen der angeborenen Immunita¨t zu Mechanismen der erworbenen
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Immunita¨t innerhalb des Entzu¨ndungsprozesses zu. IL-6 wird durch Immunzellen einschließlich
Makrophagen, Gliazellen und sogar Hepatozyten und Neuronen sezerniert [Ju¨ttler et al., 2002].
IL-6 und gp130 ko¨nnen Schmerzen nicht nur indirekt durch ihre proinflammatorische Wirkung
sondern auch durch ihre direkte Wirkung auf Nozizeptoren versta¨rken [Andratsch et al., 2009].
Unter Nozizeption wird die Wahrnehmung von Schmerzen verstanden, also der Erhalt von Si-
gnalen im zentralen Nervensystem, die von spezialisierten sensorischen zellula¨ren Rezeptoren
(Nozizeptoren) hervorgerufen werden und Informationen u¨ber Gewebescha¨den vermitteln. Die
Nozizeptoren sind prima¨re afferente Nervenzellen. Sie kommen als freie Nervenendigungen sen-
sibler Neurone der Spinalganglien in allen schmerzempfindlichen Geweben des Ko¨rpers vor.
Der IL-6-gp130-Komplex lo¨st in vitro und in vivo eine Hitzehypersensitivita¨t aus und sen-
sibilisiert den Capsaicin-Rezeptor (transient receptor potential vanilloid 1 receptor), einen
Ionenkanal sensorischer Nervenzellen. Defekt-Ma¨use fu¨r gp130 weisen in ihren Nozizeptoren
keine gp130-Expression auf und sind dazu geeignet, die Relevanz von IL-6 auf die direk-
te Schmerzfo¨rderung zu beurteilen. Diese Ma¨use sind unempfindlich gegenu¨ber einem IL-6-
Stimulus und wurden in Modellen fu¨r Entzu¨ndungs- und Tumor-induzierte Schmerzen un-
tersucht. Sie zeigten eine Reduktion dieser Schmerzen, jedoch keinen Unterschied in der Im-
munreaktion und dem Tumorwachstum. Diese Ergebnisse zeigten die Bedeutung von gp130 in
peripheren nozizeptiven Neuronen und deuten an, dass gp130 fu¨r die Therapie von inflamma-
torischen und Tumor-Schmerzen mo¨glich sein ko¨nnte [Andratsch et al., 2009].
In fru¨heren Experimenten [Hu¨ske, 2010; Toptan, 2010b] konnte gezeigt werden, dass sich murine
Neuronen aus dorsalen Spinalganglien mit HVS infizieren lassen. Deshalb wurden Virusvekto-
ren hergestellt, die gp130 konstitutiv oder unter der Kontrolle einer Tet-regulierten Kassette
exprimieren. Diese Vektoren wurden fu¨r die Infektionen von Neuronen der Defekt-Ma¨use in
vitro und in vivo verwendet, um den Pha¨notyp durch die Reexpression von gp130 zu revertie-
ren.
2.5 Viraler Gentransfer
Die Gentherapie beruht auf dem Einbringen von DNA oder RNA in die Zellen eines Organis-
mus zur Beka¨mpfung oder Pra¨vention einer Krankheit [Abb. 2.10]. Der erste gentherapeutische
Ansatz, der es bis in klinische Studien schaffte, begann 1990. Zu diesem Zeitpunkt wurden ei-
ner vierja¨hrigen Patientin mit Adenosin-Desaminase-Mangel am National Institutes of Health
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in Bethesda Leukozyten entnommen, durch einen Retrovirus-Vektor korrigiert und wieder inji-
ziert. Diese Behandlung fu¨hrte zu einer la¨ngerfristig stabilen Nachweisbarkeit des Transgens
[Blaese et al., 1995]. Bei der retroviralen Gentherapie der Defizienz der common γ chain wur-
den la¨ngerfristige klinische Erfolge berichtet [Hacein-Bey-Abina et al., 2010].
Abb. 2.10: Prinzip der ex vivo Gentherapie u¨ber virale Vektoren. Zellen werden aus dem Ko¨rper eines
Patienten entnommen, im Labor mit einem viralen rekombinanten Vektor transduziert und im Anschluss
daran in der Zellkultur vermehrt und beobachtet. Wenn die Zellen die gewu¨nschten Eigenschaften zeigen,
ko¨nnen sie in den Patienten reimplantiert werden.
Grundsa¨tzlich werden drei Wege fu¨r gentherapeutische Ansa¨tze unterschieden. Sie werden als
ex vivo, lokal in vivo und als systemisch bezeichnet. Ex vivo bezeichnet die Methode, bei der
Zellen aus dem Patienten entnommen, vera¨ndert und wieder zuru¨ckgegeben werden. Bei der
lokal in vivo Methode werden Injektionen in einen abgegrenzten Bereich in den Ko¨rper des
Patienten vorgenommen (intramuskula¨r, intratumoral etc.) und bei einer systemischen Gabe
wird das Medikament oral oder parenteral gegeben, wodurch es alle Bereiche des Ko¨rpers errei-
chen kann. Der Transfer kann durch virale Vektoren, nicht-virale Vektoren und physikalische
Methoden erzielt werden.
Virale Vektoren werden in verschiedenen Bereichen der Forschung verwendet. Sie basieren auf
einem replizierendem Virus, das die Mo¨glichkeit besitzt, genetische Information in eine Zelle
einzubringen. Ein replizierendes Virus besteht aus codierenden Bereichen, die fu¨r die virale
Struktur, die regulatorischen Proteine und die Vermehrung des Virus verantwortlich sind, so-
wie aus den cis-regulatorischen Elementen, die fu¨r die Verpackung des viralen Genoms und fu¨r
die Persistenz in der Wirtszelle essentiell sind. Bei viralen Vektoren werden Teile der codieren-










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Der erste Versuch einer Anwendung eines viralen Vektors erfolgte 1976 durch den Molekular-
biologen Paul Berg. Dieser tranduzierte λ-Bakteriophagen-DNA durch einen SV40-Vektor in
Affennierenzellen [Goff und Berg, 1976]. Seit den 1980er Jahren wurde die Arbeit mit viralen
Vektoren intensiviert, z.B. wurden retrovirale Vektoren mit Markergenen eingesetzt, damit die
Pra¨senz der markierten Zellen innerhalb des Organismus nachverfolgt werden konnte [Mann et
al., 1983]. Unterschiedliche Viren werden fu¨r den Gentransfer verwendet: Adenoviren, Adeno-
assoziierte Viren, Retroviren und Lentiviren, Herpesviren (HSV-1, Epstein-Barr-Virus) und
Pockenviren (Vaccinia-Virus). Die verschiedenen viralen Vektoren unterscheiden sich in der
Effizienz und Stabilita¨t der Transgenexpression, dem Produktionsaufwand, der Sicherheit, der
Toxizita¨t und dem Zielzellspektrum.
HVS wurde von Desrosiers et al. im Jahr 1985 erstmals zu Gentherapie eingesetzt. Neuwelt-
Primaten (Braunru¨ckentamarin (Saguinus fuscicollis) und Nachtaffen (Aotus trivirgatus)) wur-
den mit HVS-Vektoren infiziert, welche das Gen fu¨r das bovine Wachstumshormon (bovine
growth hormone, BGH) trugen [Desrosiers et al., 1985]. In weiteren Versuchen mit auf HVS
basierenden Vektoren wurden die Vorteile des Systems sichtbar [Desrosiers et al., 1984; Grass-
mann und Fleckenstein, 1989]. Zu den wichtigen Vorteilen za¨hlt die hohe Klonierungskapazita¨t.
Die bisher gro¨ßte inserierte Fremdsequenz umfasste ca. 10.000 bp [Toptan et al., 2010a]. Au-
ßerdem infiziert HVS eine Vielzahl von Zelltypen und persistiert dort langfristig als Episom
ohne chromosomale Integration [Fickenscher und Fleckenstein, 2001; Whitehouse, 2003; Ensser
und Fleckenstein, 2005].
2.6 MicroRNAs bei Herpesvirus saimiri
Mit der Genexpression interferierende microRNAs (miRNA, miR) wurden bereits 1993 be-
schrieben [Lee et al., 1993]; die Namensgebung erfolgte jedoch erst 2001 [Ruvkun, 2001; Lee et
al., 2004]. miRNAS sind hoch konservierte, nichtcodierende RNAs von 21 bis 23 Nukleotiden
und regulieren die Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene, indem sie die Degradation
der Ziel-mRNA, die mRNA-Deacetylierung und die Translationsrepression induzieren [He und
Hannon, 2004]. Bioinformatische Vorhersagen und exprimentelle Untersuchungen legen nahe,
dass 20 bis 30 % der menschlichen Gene durch miRNAs reguliert werden [Lewis et al., 2005;
Xie et al., 2005; Yeom et al., 2006]. Transkriptomanalysen haben gezeigt, dass Art und Anzahl
der miRNA-Moleku¨le oft mit dem aktuellen Zustand der Zelle korrelieren. miRNAs wirken
zusammen mit Transkriptionsfaktoren und beeinflussen dadurch die Neurogenese, Myogenese,
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Kardiogenese und Ha¨matopoese [Chen et al., 2004; Zhao et al., 2005; Rao et al., 2006; Makeyev
et al., 2007].
Abb. 2.11: Prozessierung von miRNAs. Nach der Transkription durch die RNA-Polymerase II oder III wird
die pri-miRNA durch Drosha und DGCR8 erkannt und zur pre-miRNA prozessiert. Diese wird mit Hilfe von
Exportin-5 durch den Kernporenkomplex ins Cytoplasma geschleust. Im Cytoplasma prozessiert ein Komplex
aus Dicer und TRBP die pre-miRNA zur ds-miRNA, die im RNA-induced silencing complex (RISC) als
einzelstra¨ngige miRNA ihre Ziel-RNA bindet.
Die Prozessierung der miRNA findet im Zellkern und im Cytoplasma statt [Abb. 2.11]. Das
Prima¨rtranskript der miRNA, die pri-miRNA, wird von der RNA-Polymerase II oder III tran-
skribiert und besteht aus 500 bis 3000 Nukleotiden mit einem 7-Methylguanosin-Cap und einem
polyA-Schwanz. Wenn die pri-miRNA eine Haarnadelschleife gebildet hat, wird sie durch die
RNase III Drosha und das Doppelstrang-RNA-Bindeprotein DGCR8 erkannt. Dieser Kom-
plex prozessiert die pri-miRNA zur Vorla¨ufer-miRNA (pre-miRNA), die nur noch 70 bis 80
Nukleotide umfasst. Die pre-miRNA wird durch Exportin-5 und Ran-GTP durch den Kern-
porenkomplex ins Cytoplasma exportiert. Dort wird es durch die RNase III Dicer und das
Doppelstrang-RNA-Bindeprotein TRBP erkannt und in Doppelstrang-miRNAs von 17 bis 24
Nukleotiden geschnitten. Der Einzelstrang mit dem 5’-Ende der pri-miRNA bildet dabei die
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reife miRNA, die in einem Ribonukleoproteinkomplex, dem RNA-induzierten silencing com-
plex (RISC), die Ziel-RNA bindet oder dann abbaut [Wienholds und Plasterk, 2005; Kim und
Nam, 2006].
Virale miRNAs sind besonders bei DNA-Viren bekannt. Die meisten dieser miRNAs wer-
den dabei u¨ber den bekannten Prozessierungsweg der zellula¨ren miRNAs gebildet und bilden
a¨hnliche Effektorkomplexe [Grundhoff und Sullivan, 2011]. Bisher wurden 146 virale miRNA-
Haarnadelstrukturen gefunden, von denen 139 aus Herpesviren stammen. Eine computer-
gestu¨tzte Analyse der vollsta¨ndig sequenzierten γ-Herpesvirus-Genome des Epstein-Barr-Virus
und des Rhesusaffen-Lymphocryptovirus ergab 17 neuartige pre-miRNAs [Walz et al., 2010].
HVS besitzt am linken Ende seiner L-DNA ein Cluster sieben kleiner nicht-codierender regu-
latorischer RNAs der Sm-Klasse (HSUR1 bis 7), die von der RNA-Polymerase II transkribiert
werden und in latent infizierten Krallenaffen-T-Lymphozyten dominieren [Murthy et al., 1986;
Lee et al., 1988; Wassarman et al., 1989; Lee und Steitz, 1990; Albrecht und Fleckenstein, 1992].
Die HSURs 1, 2 und 5 umfassen 114 bis 143 Nukleotide und die HSURs 3, 4, 6 und 7 haben 75
bis 106 Nukleotide [Albrecht et al., 1992; Ensser et al., 2003; Conrad et al., 2006]. Im Cytoplas-
ma bilden die HSURs u¨ber ihre Sm-Proteinbindestellen miRNP-Sm-Komplexe und wandern in
den Zellkern, wo sie mit zellula¨ren nicht-codierenden snRNAs kolokalisieren [Golembe et al.,
2005]. Nur die HSURs 1 und 2 sind innerhalb der Untergruppen A, B und C von HVS kon-
serviert [Conrad et al., 2006]. Sie induzieren die Transkription einiger Wirtsgene [Cook et al.,
2005]. Parallel zu unserer Arbeit wurden sechs miRNA-Kandidaten bei der HVS-Untergruppe
A11 in latent infizierten Krallenaffen-T-Lymphozyten identifiziert [Cazalla et al., 2011]. Diese
miRNA-Kandidaten stammen von drei Haarnadelstrukturen ab, die stromabwa¨rts von Signa-
len fu¨r die 3’-Prozessierung dreier HSUR-Gene liegen. Diese miRNAs binden Ago-Proteinen,
sind biologisch aktiv und werden Drosha-unabha¨ngig, aber abha¨ngig von Dicer prozessiert.
Wir untersuchten vor allem HSUR2 des HVS-Stamms C488 im lytischen und latenten Zu-
stand in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Grundhoff am Heinrich-Pette-Institut
in Hamburg.
2.7 Genomsequenzierung von Herpesvirus saimiri
Pyrosequenzierung ist ein Verfahren der DNA-Sequenzierung zum Nachweis von Mutationen
oder Einzelnukleotid-Polymorphismen sowie zur Genomsequenzierung [Ronaghi, 2001; Nyre´n,
2007]. Die DNA-Sequenz wird bei dieser Methode direkt durch Lichtemission beim Einbau eines
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Nukleotids bestimmt. Die Nukleotide werden einzeln und in wiederkehrender Abfolge zum Re-
aktionsansatz hinzugegeben. Beim Einbau des passenden Nukleotids wird Pyrophosphat freige-
setzt, das durch die Adenosintriphosphat-(ATP)-Sulfurylase zu ATP umgesetzt wird. Das ATP
treibt die Luciferase-Reaktion an, wodurch Luciferin in Oxyluciferin umgesetzt wird. Dies resul-
tiert in einem Lichtsignal, das von einer CCD-Kamera detektiert wird. Die Signalsta¨rke ist pro-
portional zur Menge des umgesetzten ATP und somit zur Anzahl der eingebauten Nukleotide.
Die u¨berschu¨ssigen Nukleotide werden abgebaut, wodurch die Reaktion mit dem na¨chsten Nu-
kleotid fortgesetzt werden kann. Das Verfahren eignet sich besonders fu¨r kurze DNA-Sequenzen
und fu¨r die Miniaturisierung und fu¨r die Anwendung in parallelen Massenansa¨tzen. Dadurch
entsteht eine große Menge an Sequenzdaten, die Computer-gestu¨tzt u¨bereinander gelagert und
ausgewertet werden und somit eine genaue und langstreckige Sequenzierung ermo¨glichen. In
diesem Projekt wurde die Sequenz des BACs von HVS C488 sequenziert und mit der bekannten
Sequenz aus Subklonen des viralen Genoms abgeglichen [Ensser et al., 2003].
2.8 Zielsetzungen der Arbeit
Redirektion der Antigen-Spezifita¨t
In diesem Teil der Arbeit sollten zwei virale Vektorkonstrukte, die einen chima¨ren T-Zell-
Rezeptor gegen den Tumormarker ErbB2 exprimieren, miteinander vergleichen werden. Das
Ziel war eine langfristige funktionelle Expression des cTCRs auf der Oberfla¨che transduzier-
ter humaner T-Lymphozyten. Die Funktionalita¨t sollte durch die spezifische Lyse humaner
Tumorzellen durch den Kontakt mit den transduzierten T-Lymphozyten und durch geeignete
Kontrollen untersucht werden. Diese Experimente sollten auf weitere Zelllinien und prima¨re
Tumor-Zellkulturen erweitert werden, die auch auf ihre ErbB2-Expression untersucht werden
sollten. Durch weitere Cytotoxizita¨ts-Testverfahren sollten die Ergebnisse besta¨tigt und erwei-
tert werden, wie z.B. zur Granulafreisetzung und der Blockade der spezifischen Lyse. Außerdem
sollte die Funktionalita¨t von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten verglichen werden.
Tumorspezifische Transgenexpression durch regulatorische Elemente des Alpha-
Fetoprotein-Gens
Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit sollte durch den Einsatz der genregulatorischen Kasset-
te des AFP-Gens die Expression eines Transgens spezifisch in AFP-positiven Zellen erreicht
werden. Dazu sollte das Tetracyclin-Doppelschalter-System Zelltyp-spezifisch exprimiert wer-
den. Dabei sollte die Dauer und Sta¨rke der Transgenexpression in den Hepatomzellen und die
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Effizienz der Tet-abha¨ngigen und AFP-abha¨ngigen Regulation untersucht werden. Zuna¨chst
sollte das gru¨n fluoreszierende Protein als Transgen verwendet werden. Verschiedene Konstruk-
te mit und ohne regulatorischer AFP-Kassette sollten in AFP-positiven und AFP-negativen
Zelllinien verglichen werden. Sodann sollte der Zelltyp-spezifische Tet-Schalter zur Expression
der apoptotischen Proteine tBid und reverse Caspase 3 verwendet und die gezielte Apoptose
induziert und quantifiziert werden.
T-Zell-spezifische Expression durch den CD2-Enhancer-Promotor
Fu¨r den Einsatz des Tetracyclin-Schalters spezifisch in T-Zellen sollten rhadinovirale Vektoren
konstruiert und untersucht werden. Hier sollte der Enhancer und der Promotor des CD2-Gens
fu¨r die Expression der Transaktivatoren und Transsilencer des Tet-Schalters eingesetzt werden.
U¨ber homologe Rekombination sollten bestehende Vektoren gezielt vera¨ndert und die resul-
tierenden Virusvektoren zur Transduktion humaner T-Lymphozyten verwendet werden. Als
Testtransgen sollte das gru¨n fluoreszierende Protein dienen. Im Anschluss sollte die Apoptose-
Induktion durch proapoptotische Gene in humanen T-Lymphozyten untersucht werden.
Glykoprotein 130
Der vierte Abschnitt sollte der Herstellung rhadinoviraler Vektoren zur Untersuchung von
gp130 in der nozizeptiven Neurophysiologie dienen. Diese rhadinoviralen Vektoren sollten ein
bicistronisches Konstrukt aus murinem Glykoprotein gp130 und dem Fluoreszenzprotein ds-
Red konstitutiv oder induzierbar exprimieren. Die Transgenexpression dieser Vektoren sollte
detailliert untersucht werden und in geeigneten Hamsterzellen eingesetzt werden, damit die
IL-6-Antwort nach Transduktion demonstriert werden konnte.
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3 Material und Methoden
3.1 Material und Reagenzien
3.1.1 Plasmide, BACs und Bakterien
Plasmid Beschreibung Quelle
pCR2.1 TOPO-TA-Klonierungsvektor Invitrogen, Karlsruhe
pJET1.2/blunt Klonierungsvektor Fermentas, St. Leon-Roth
pep-Kan-S2 Transfervektor fu¨r Kana-Marker und
SceI-Schnittstelle mit Amp-Resistenz





Moritz et al., 1994













WTfC488-BAC HVS-Genom als BAC mit mini-F-
Fragment in ORF14
Toptan et al., 2010a
zur Tet-regulierten Expression von:
hCGFC488-BAC - eGFP in ORF75 Toptan, 2010b
hCBFC488-BAC - tBid in ORF75 Toptan, 2010b
hCCFC488-BAC - reverser Caspase 3 in ORF75 Toptan, 2010b
HGFC488-BAC/
HGRC488-BAC
- eGFP oberhalb von StpC Hu¨ske, 2010
HCFC488-BAC/
HCRC488-BAC
- reverser Caspase 3 oberhalb von StpC Hu¨ske, 2010
HBFC488-BAC/
HBRC488-BAC
- tBid oberhalb von StpC Hu¨ske, 2010
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Bakterium Beschreibung
E. coli DH5α E. coli (F−φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17
(rk-, mk+) phoA supE44 λ
− thi− gyrA96 relA1), chemisch kompetent
(Invitrogen)
E. coli XL1-Blue E. coli (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’ pro-
AB lacI qZ ∆M15 Tn10 (Tetr)]), chemisch kompetent (Stratagene,
Amsterdam)
E. coli GS1783 E. coli mit induzierbarem I-SceI-Gen und integrierten, defekten λ-
Prophagen mit Expressionskassette fu¨r exo, gam, beta, rekombinati-






Daniel et al., 1976
T-Lymphozyten isoliert aus Blutspenden (buffy coats)
Projekt chima¨rer T-Zell-Rezeptor
BT20M von einer 74-ja¨hrigen Patientin mit
einem Mammakarzinom
(ATCC HTB-19)
KL sieben verschiedene Subpopulationen
von Ovarialkarzinomen aus Aszites
Frauenklinik Kiel
MCF7 von einer 69-ja¨hrigen Patientin mit
Adenokarzinom der Mamma
(ATCC HTB-22)
Soule et al., 1973
MDA-MB231 von einer 51-ja¨hrigen Patientin mit
Adenokarzinom der Mamma
(ATCC HTB-26)
Cailleau et al., 1978
MDA-MB453 von einer 48-ja¨hrigen Patientin mit
metastasierendem Mammakarzinom;
mit U¨berexpression des Fibroblasten-
Wachstumsfaktorrezeptors
(ATCC HTB-131)
Cailleau et al., 1978
MDA-MB468 von einer 51-ja¨hrigen Patientin mit
Adenokarzinom der Mamma
(ATCC HTB-132)
Cailleau et al., 1978
NIH3T3 murine Fibroblastenzelllinie
(ATCC CRL-1658)
Todaro et al., 1963
NIH3T3-ErbB2 murine Fibroblastenzelllinie mit
stabil transfiziertem ErbB2










SKBR3 von einer 43-ja¨hrigen Patientin mit
Mammakarzinom, aus dem Pleura-
erguss isoliert (ATCC HTB-30)
Trempe, 1976
SKOV3 von einer 64-ja¨hrigen Patientin mit
ovariellem Adenokarzinom
(ATCC HTB-77)
Fogh et al., 1975
T47D von einer 54-ja¨hrigen Patientin mit
einem infiltrierenden duktalen
Mammakarzinom (ATCC HTB-133)
Keydar et al., 1979




AKN1 Hepatozyten von einem gesunden
10-ja¨hrigen Patienten
Nussler et al., 1998
Huh7 von einem 57-ja¨hrigen Patienten mit
hepatozellula¨rem Karzinom
Nakabayashi et al., 1982
Huh7.5 von der humanen Hepatomzelllinie
Huh7 abgeleitet
Blight et al., 2002
HepG2 von einem 15-ja¨hrigen Patienten mit
hepatozellula¨rem Karzinom
(ATCC HB-8065)
Knowles et al., 1980




Aden et al., 1979
HuccT1 von einem 56-ja¨hrigen Patienten mit
cholangiozellula¨rem Adenokarzinom
aus Aszites
Miyagiwa et al., 1989
SK-Hep1 von einem 52-ja¨hrigen Patienten mit
einem Adenokarzinom der Leber aus
Aszites (ATCC HTB-52)
Fogh et al., 1975
Projekt CD2
Jurkat immortalisierte humane T-Zelllinie,
Klon E6.1, etabliert aus peripheren
Lymphozyten eines 14-ja¨hrigen
Jungen mit akuter lymphoblastischer
Leuka¨mie, Suspensionskultur
(ATCC TIB-152)
Schneider et al., 1977
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CHO-K1 Subklon von der parentalen Zelllinie
CHO von einer Ovarbiopsie eines
Chinahamsters (Cricetulus griseus)
(ATCC CCL-61)
Puck et al., 1958
BAF3 immortalisierte murine Pro-B-
Zelllinie aus dem Knochenmark
Projekt miRNA
CB15 T-Lymphozyten aus humanem Nabel-
schnurblut mit HVS C488 tranformiert
Biesinger et al., 1992
B222 T-Lymphozyten aus Saguinus oedipus
3.1.3 Rekombinante Mutanten von Herpesvirus saimiri
Virus Beschreibung
allgemein
WTHVS Wildtypvirus (WT) HVS C488
WTfrHVS rekombinanter WT mit mini-F-Fragment von pBeloBAC11 in ORF14
WTf∆1rHVS WTfrHVS mit einer Deletion von ORF1 (stpC und tip)
Projekt chima¨rer T-Zell-Rezeptor
scfr-IRESrHVS cTCR-Leserahmen zwischen dem ORF1 -Promotor und dem stpC als
tricistronische Transkriptionseinheit, von IRES gefolgt
scfrULTrHVS separat transkribierter cTCR mit HTLV-EF1α-Promotor und polyA-
Signal
Projekt: Alpha-Fetoprotein
Tet-regulatorische Kassette in ORF75 mit verschiedenen Promotoren und Transgenen
A: regulatorische Kassette (rK) von AFP; B: tBid; C: reverse Caspase 3; F: direkte Orien-
tierung; G: eGFP; hC: Promotor des humanen Cytomegalovirus; M: Promotor des Maus-
Mammatumorvirus; R: reverse Orientierung; ∆1: Deletion von ORF1
hCGF∆1rHVS Tet-Promotor: PGK-Promotor; Transgenpromotor: hCMV-Promotor;
Transgen eGFP; direkte Orientierung
AhCGF∆1rHVS Tet-Promotor: rK-AFP; Transgenpromotor: hCMV-Promotor; Trans-
gen: eGFP; direkte Orientierung
AhCGR∆1rHVS AhCGF∆1rHVS; reverse Orientierung
AMGF∆1rHVS Tet-Promotor: rK-AFP; Transgenpromotor: MMTV-Promotor;
Transgen: eGFP; direkte Orientierung
AMGR∆1rHVS AMGF∆1rHVS; reverse Orientierung
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Fortsetzung 1: rekombinante Mutanten von Herpesvirus saimiri
Virus Beschreibung
Projekt Alpha-Fetoprotein
AhCBF∆1rHVS Tet-Promotor: rK-AFP; Transgenpromotor: hCMV-Promotor; Trans-
gen: tBid; direkte Orientierung
AhCBR∆1rHVS AhCBF∆1rHVS; reverse Orientierung
AhCCF∆1rHVS Tet-Promotor: rK-AFP; Transgenpromotor: hCMV-Promotor; Trans-
gen: reverse Caspase 3; direkte Orientierung
AhCCR∆1rHVS AhCCF∆1rHVS; reverse Orientierung
Projekt: Projekt: CD2
Tet-regulatorische Kassette vor stpC mit verschiedenen Tet-Promotoren und Transgenen
B: tBid; 1. C: CD2-Promotor; 2. C: reverse Caspase 3; E: CD2- Enhancer; F: direkte Orien-
tierung; G: eGFP; H: HTLV-EF1α-Promotor; R: reverse Orientierung
HGFrHVS Tet-Promotor: HTLV-Promotor; Transgen: eGFP; direkte
Orientierung
HGRrHVS HGFrHVS; reverse Orientierung
CGFrHVS Tet-Promotor: CD2-Promotor; Transgen: eGFP; direkte Orientierung
CGRrHVS CGFrHVS; reverse Orientierung
ECGFrHVS Tet-Promotor: CD2-Enhancer und -Promotor; Transgen: eGFP; di-
rekte Orientierung
ECGRrHVS ECGFrHVS; reverse Orientierung
HBFrHVS Tet-Promotor: HTLV-Promotor; Transgen: tBid; direkte Orientierung
HBRrHVS HGFrHVS; reverse Orientierung
CBFrHVS Tet-Promotor: CD2-Promotor; Transgen: tBid; direkte Orientierung
CBRrHVS CGFrHVS; reverse Orientierung
ECBFrHVS Tet-Promotor: CD2-Enhancer und -Promotor; Transgen: tBid; direkte
Orientierung
ECBRrHVS ECGFrHVS; reverse Orientierung
HCFrHVS Tet-Promotor: HTLV-Promotor; Transgen: reverse Caspase 3; direkte
Orientierung
HCRrHVS HGFrHVS; reverse Orientierung
CCFrHVS Tet-Promotor: CD2-Promotor; Transgen: reverse Caspase 3; direkte
Orientierung
CCRrHVS CGFrHVS; reverse Orientierung
ECCFrHVS Tet-Promotor: CD2-Enhancer und -Promotor; Transgen: reverse Cas-
pase 3; direkte Orientierung
ECCRrHVS ECGFrHVS; reverse Orientierung
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Fortsetzung 2: rekombinante Mutanten von Herpesvirus saimiri
Virus Beschreibung
Projekt gp130
Transgenkassette mit gp130-IRES-dsRed in ORF75 mit verschiedenen Transgen-
promotoren
1. C: C-Terminus ORF75 ; 2. C: Promotor des humanen Cytomegalovirus; F: direkte Ori-
entierung; G: gp130; H: HTLV-EF1α-Promotor; N: N-Terminus ORF75 ; P: polyA-
Signal; R: reverse Orientierung; T: Tet-Operatoren
NP-CGFrHVS Transgenpromotor: hCMV-Promotor; konstitutive Expression; direk-
te Orientierung
CP-CGRrHVS NP-CGFrHVS; reverse Orientierung
TP-CGFrHVS Transgenpromotor: hCMV-Promotor; tet-abha¨ngige Expression; di-
rekte Orientierung
TP-CGRrHVS TP-CGFrHVS; reverse Orientierung
TP-HGFrHVS Transgenpromotor: HTLV-Promotor; tet-abha¨ngige Expression; di-
rekte Orientierung
TP-HGRrHVS TP-HGFrHVS; reverse Orientierung
3.1.4 Oligonukleotide
Nr. Verwendung Sequenz in 5’ → 3’-Orientierung
Klonierungen
P1 HVS-Genom G T T A G A A A T A A T G C T T G C T G C A T T G C
P2 HVS-Genom G T G A G A G C A G T G A C A T G C T A G G T A
P3 HVS-Genom T G C T C A A C A T T G C T T C T G T C
P4 HVS-Genom A T G C T T T T A G T A G T T T G A G G
P5 HVS-Genom C A G C G C A T G G C T G C A T G G T G T A A
P6 HVS-Genom A G C G C C T A G C C A A T G C T A T G A A G
P7 HVS-Genom T G C A A G C A C A G A A C T T C A G T T G A C T C
P8 HVS-Genom C C T A G G G G C G C G C C G T T G C A A A T A A A G T T T A C T T T T A A
C
P9 HVS-Genom G G C G C G C C A T G G C T G C T A A C A G G C A T G G
P10 HVS-Genom G G G G C G C G C C A G A G G T A G T C A G T C T T T G G
P11 HVS-Genom G G C C T A G G G C G G C C G C A T G G C T G C T A A C A G G C A T G G
P12 HVS-Genom G G C C T A G G G C G G C C G C T C A T T C T T T T A C A C A C C A C A G G
P13 HVS-Genom G G C C T A G G G G C G C G C C C T T T A T G G C T C A A C T T T C A T G T
T C C
P14 Deletion ORF1 G C A T T T C T T T T A A T C A C C A T G C A C A C A C A T T T G T T A A C
A G T T T T G T T A C A T T T T T T C A A G A C T G T T T G T G T T G C T T
A G G G A T A A C A G G G T A A T C G A T T T
P15 Deletion ORF1 A G T A A C A C A A G A A A C A G C T A A C A A G A G C A A C A C A A A C A
G T C T T G A A A A A A T G T A A C A A A A C T G T T A A C A A A T G T G G
C C A G T G T T A C A A C C A A T T A A C C
P16 pCR2.1 C T G C A A G G C G A T T A A G T T G G
P17 CD2 P C A C A C A C T T G T G C A T T T G C G T G T T T A C T A C A T A G T G T G
G A T T A C T T A T A G A A G G C G C G C C C C T A G G G A T G A G A A A A
C C T A T C C T T C
P18 CD2 P A T T G A G T A A T T C C A G A G C G C C G T T T A T G A C T T T G C T C T
T G T C C A G T C T A G A C A T A T C G A T C T T A G G G G T T G G T T T C
C T C T
P19 CD2 P A T A A A G T A A C C A G C A C C A C T T A A A G T A G T T A A A A G T A A
A C T T T A T T T G C A A C G G C G C G C C C C T A G G G A T G A G A A A A
C C T A T C C T T C
P20 CD2 P G C C A A A G C A G A T G T G T T T A T
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Fortsetzung 1: Oligonukleotide
Nr. Verwendung Sequenz in 5’ → 3’-Orientierung
Klonierungen
P21 KanaR CD2 P C C T A G G G A T G A G A A A A C C T A T C C T T C C C A A T T T T T T T G
T G T G A G A A T T A A A A T G C A G C A A G A A A A C T A G G G A T A A C
A G G G T A A T C G
P22 KanaR CD2 P C C T A G G A G T G T T A C A A C C A A T T A A C C
P23 CD2 Enh C G C C G G C G G T A C A A A A C G A A A G C A C A G A G
P24 CD2 Enh C C T A G G G G C G C G C C G T T G C A A A T A A A G T T T A C T T T T A A
C
P25 CD2 Enh C C T A G G G T C G A C G A T G A G A A A A C C T A T C C T T C C C
P26 CD2 Enh C C T A G G C G C C G G C G C T T A G G G G T T G G T T T C C T C
P27 CD2 Enh G T C G A C G G C G C G C C G A A T C A A A T C T T A A G T G T C
P28 CD2 Enh G T C G A C C C T G A C C T C A G G T G A T C T A C C
P29 CD2 Enh G G G G A T A T C G A A T C A A A T C T T A A G T G T C T T A A A T G
P30 CD2 Enh G G G G A T A T C C C T G A C C T C A G G T G A T C T A C C
P31 CD2 Enh C G C C G G C G G T A C A A A A C G A A A G C A C A G A G
P32 KanaR CD2 Enh G G C G C G C C G A A T C A A A T C T T A A G T G T C T T A A A T G A C T A
T G A T T A A A A G G T C A G A C C C C T A G G G A T A A C A G G G T A A T
G C C A G T G T T A C A A C C A A T T A A C C
P33 KanaR CD2 Enh G G C G C G C C A C A G G G T A A T C G A T T T A T T C A A C A A A G C C
P34 hCMV P G G A G C G C T G C G G C C G C C C C T A T A T A A G C A G A G C T C G
P35 hCMV P G G A G C G C T A G G C T G G A T C G G T C C C G G T G
P36 HTLV-EF1α P T G A A G G A G A G A T G C G A G
P37 HTLV-EF1α P T G C T T G C T C A A C T C T A C
P38 HTLV-EF1α P G G A G C G C T G C G G C C G C G C T C C G G T G C C C G T C A G T G G
P39 HTLV-EF1α P G G A G C G C T T A G G C G C C G G T C A C A G C T T G G
P40 polyA C T C C C C C T G A A C C T G A A A C
P41 polyA T T T A T G T T T C A G G T T C A G G G
P42 polyA G G C C T A G G G G C G C G C C T T G G T C G A G C T G A T A C T T C C
P43 polyA G G C C T A G G G C G G C C G C G C T A G C A G G C C G C G A C T C T A G
P44 Tet-Kassette G C C G G T C G A A C A G C T C A A T T
P45 Tet-Kassette G A A C C C C T T C A G A G C A C A G C G G A A T G A C T T G G
P46 Tet-Kassette G G C C T A G G G C G G C C G C G G T A C C T T C T C T A T C A C T G A T A
G G G
P47 Tet-Kassette G G G G C G C G C C G T G A G C T C T T A A T T A A A C G
P48 Tet-Kassette G G C C T A G G G C G G C C G C G G T A C C T T C T C T A T C
P49 Tet-Kassette A A A C G A G C T C T G C T T A T A T A G G G C C T A G G G C G G C C G C G
G T A C C
P50 miniF A T C G G T C T G G G A C C A C G G T C C C A C
P51 AFP rK A C A A T G T C T T G T G T G C C T G G
P52 AFP rK T T T T G T T T A A A T G T G T G C C C
P53 gp130 T G C A G A C A C G C C T C C T T C A G C
P54 gp130 T T G T C A G A C T G A A G C A G C A G C
P55 KanaR gp130 G G C C C G G G T C G A T T T A T T C A A C A A A G C C
P56 KanaR gp130 G G C C C G G G T C A C T G C G G C A T G T A G C C A C C T T G T C T T A C
A G T C T G T G G C A A G T A A C T T T C A G T G T T A C A A C C A A T T A
A C C
P57 KanaR gp130 G A A C C G T C A G A T C G C C T G G A G A C G C C A T C C A C G C T G T T
T T G A C C T C C A T A G A A G A C A C C G G G A C C G A T C C A G C C T T
C G A T T T A T T C A A C A A A G C C
P58 KanaR gp130 G T G A G G A A A A A A A G C A A A G C T T G C G C T A G C C A A A T C C T
T G G T G C T G A C A T G G T C C C G G T G T C T T C T A T G G A G G T C A
A A A C C A G T G T T A C A A C C A A T T A A C C
P59 KanaR gp130 G G G A T A T C T C G A T T T A T T C A A C A A A G C C
P60 dsRed C C A C C A C C T G T T C C T G T A G
P61 Sprr1A C T C G A G A T G A G T T C C C A C C A G C A G A A G C
P62 Sprr1A C T C G A G T T A C T T C T G C T T T G T C T T C T G C
P63 KanaR Sprr1A G A T A T C T T A C T T C T G C T T T G T C T T C T G C T G G T A T G G T G
A T G G A G T G A C A G T T G A G G T A G G G A T A A C A G G G T A A T G C
C A G T G T T A C A A C C A A T T A A C C
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Fortsetzung 2: Oligonukleotide
Nr. Verwendung Sequenz in 5’ → 3’-Orientierung
RT-PCR
P64 scfr T G G C T G C T A A C A G G C A T G G
P65 scfr A G C A C G T T G C C C G A G A T T G
P66 ORF75 G A T G A T G A C T C C G T A G A T G
P67 ORF75 A C G G C T A C G T T C C T T A C T G
P68 gp130 T C A C T G T C A T C A A C A G A A C C
P69 gp130 A C A C A T A T T C T G T A A A A G G C
P70 sprr1A A A G C A G C C C T G C A C T G T A C C
P71 sprr1A A G T T G A G G G G C A G G G C T C G G G
P72 AFP A T T C A G A C T G C T G C A G C C A A
P73 AFP G T G C T C A T G T A C A T G G G C C A
P74 GAPDH, human G C A G G G G G G A G C C A A A A G G G
P75 GAPDH, human T G C C A G C C C C A G C G T C A A A G
P76 GAPDH, Hamster C A A G G C T G A G A A T G G A A A G C
P77 GAPDH, Hamster C C T T C C A C A A T G C C A A A G T T
Sequenzierungen
P78 HVS-Genom G C T G C T T T A A A C C T C A C A C A C A A G G
P79 HVS-Genom G A G G G G T G A G A G C A G T G A C A T G C
P80 HVS-Genom G A G T T T C C A A A A T G T A C T A A G C T A A C
P81 HVS-Genom T C A G A C A A G A A G T G G G C A A T G
P82 pCR2.1 T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G
P83 pCR2.1 G T A A A A C G A C G G C C A G T G
P84 pCR2.1 C A C A G G A A A C A G C T A T G A C C
P85 pCR2.1 A C A C T T T A T G C T T C C G G C T C
P86 hCMV P A G A G C T C G T T T A G T G A A C C G
P87 IRES T A T A G A C A A A C G C A C A C C G
P88 polyA G T G G T T T G T C C A A A C T C A T C
P89 KanaR G C A A A G G T A G C G T T G C C A A T G
P90 KanaR C G A G G C A G T T C C A T A G G A T G G
P91 KanaR T T C T C C T T C A T T A C A G A A A C G G C
P92 KanaR T T A T C G C G A G C C C A T T T A T A C C
P93 CD2 Enh C C T G C C A G A G T G T A A C A A G G T T
P94 CD2 Enh G C T C A C T G A G G A T T G A A C T A C T T
P95 gp130 C C T T C C C A A G G G C A T T C T C T G C
P96 gp130 A G T G G G C A A C A G A G A A G T T T C C
P97 gp130 C A G G A A T A T A G A T C T G T A C G
P98 gp130 T G A A G G C G T A C C T C A A A C A A G C
P99 gp130 C A A A G A T C A A A T G T A C T C G G
P100 gp130 T T G T C A G A C T G A A G C A G C A G C
P101 gp130 C A A A A T G T C G T A A C A A C T C C G C C
P102 Sprr1A A G G G C T C T G G C A C C T T G G G G
Taqman-Assay
(VIC®: gelb fluoreszierender Farbstoff; FAM/Fluorescein amidite: gru¨n fluoreszierender
Farbstoff)
P103 cDNA 5p G T C G T A T C C A G T G C A G G G T C C G A G G T A T T C G C A C T G G A
T A C G A C A G T T T A
P104 5p C G A T G T G C T C T C A G T A C T G
P105 Taqman 5p V I C - T G G A T A C G A C A G T T T A C A - M G B N F Q
P106 cDNA 3p G T C G T A T C C A G T G C A G G G T C C G A G G T A T T C G C A C T G G A
T A C G A C G C T C T C
P107 3p C G A T A T A T A G T G T T G A G
P108 Taqman 3p V I C - T G G A T A C G A C G C T C T C A A - M G B N F Q
P109 3p/5p G T G C A G G G T C C G A G G T
P110 GAPDH G A A G G T G A A G G T C G G A G T C
P111 GAPDH G A A G A T G G T G A T G G G A T T T C
P112 Taqman GAPDH F A M - C A A G C T T C C C G T T C T C A G C C T - B B Q
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3.1.5 Restriktionsenzyme
Bezeichnung Erkennungssequenz (↓, ↑: Schnittstellen)
Alw44I 5 ’ . . . G ↓ T G C A C . . . 3 ’
3 ’ . . . C A C G T ↑ G . . . 5 ’
BamHi 5 ’ . . . G ↓ G A T C C . . . 3 ’
3 ’ . . . C C T A G ↑ G . . . 5 ’
BcuI 5 ’ . . . A ↓ C T A G T . . . 3 ’
3 ’ . . . T G A T C ↑ A . . . 5 ’
BglII 5 ’ . . . A ↓ G A T C T . . . 3 ’
3 ’ . . . T C T A G ↑ A . . . 5 ’
Bsp1407I 5 ’ . . . T ↓ G T A C A . . . 3 ’
3 ’ . . . A C A T G ↑ T . . . 5 ’
Bsu15I 5 ’ . . . A T ↓ C G A T . . . 3 ’
3 ’ . . . T A G C ↑ T A . . . 5 ’
Eco32I 5 ’ . . . G A T ↓ A T C . . . 3 ’
3 ’ . . . C T A ↑ T A G . . . 5 ’
Eco47III 5 ’ . . . A G C ↓ G C T . . . 3 ’
3 ’ . . . T C G ↑ C G A . . . 5 ’
Eco72I 5 ’ . . . C A C ↓ G T G . . . 3 ’
3 ’ . . . G T G ↑ C A C . . . 5 ’
Eco91II 5 ’ . . . G ↓ G T N A C C . . . 3 ’
3 ’ . . . C C A N T G ↑ G . . . 5 ’
HindIII 5 ’ . . . A ↓ A G C T T . . . 3 ’
3 ’ . . . T T C G A ↑ A . . . 5 ’
I-CeuI 5 ’ . . . T A A C T A T A A C G G T C C T A A ↓ G G T A G C G A . . . 3 ’
3 ’ . . . A T T G A T A T T G C C A G ↑ G A T T C C A T C G C T . . . 5 ’
I-SceI 5 ’ . . . T A G G G A T A A ↓ C A G G G T A A T . . . 3 ’
3 ’ . . . A T C C C ↑ T A T T G T C C C A T T A . . . 5 ’
MreI 5 ’ . . . C G ↓ C C G G C G . . . 3 ’
3 ’ . . . G C G G C C ↑ G C . . . 5 ’
Mph1103I 5 ’ . . . A T G C A ↓ T . . . 3 ’
3 ’ . . . T ↑ A C G T A . . . 5 ’
NcoI 5 ’ . . . C ↓ C A T G G . . . 3 ’
3 ’ . . . G G T A C ↑ C . . . 5 ’
NheI 5 ’ . . . G ↓ C T A G C . . . 3 ’
3 ’ . . . C G A T C ↑ G . . . 5 ’
NotI 5 ’ . . . G C ↓ G G C C G C . . . 3 ’
3 ’ . . . C G C C G G ↑ C G . . . 5 ’
PaeI 5 ’ . . . G C A T G ↓ C . . . 3 ’
3 ’ . . . C ↑ G T A C G . . . 5 ’
PstI 5 ’ . . . C T G C A ↓ G . . . 3 ’
3 ’ . . . G ↑ A C G T C . . . 5 ’
PvuII 5 ’ . . . C A G ↓ C T G . . . 3 ’
3 ’ . . . G T C ↑ G A C . . . 5 ’
SacI 5 ’ . . . G A G C T ↓ C . . . 3 ’
3 ’ . . . C ↑ T C G A G . . . 5 ’
SalI 5 ’ . . . G ↓ T C G A C . . . 3 ’
3 ’ . . . C A G C T ↑ G . . . 5 ’
SgsI 5 ’ . . . G G ↓ C G C G C C . . . 3 ’
3 ’ . . . C C G C G C ↑ G G . . . 5 ’
SmaI 5 ’ . . . C C C ↓ G G G . . . 3 ’
3 ’ . . . G G G ↑ C C C . . . 5 ’
VspI 5 ’ . . . A T ↓ T A A T . . . 3 ’
3 ’ . . . T A A T ↑ T A . . . 5 ’
XbaI 5 ’ . . . T ↓ C T A G A . . . 3 ’
3 ’ . . . A G A T C ↑ T . . . 5 ’
XhoI 5 ’ . . . C ↓ T C G A G . . . 3 ’
3 ’ . . . G A G C T ↑ C . . . 5 ’
XmaJI 5 ’ . . . C ↓ C T A G G . . . 3 ’
3 ’ . . . G G A T C ↑ C . . . 5 ’
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3.1.6 Antiko¨rper und Reagenzien
Antigen Antiko¨rper Quelle
Westernblot
AFP, human Maus, monoklonal Cell Signalling Technology (Dan-
vers, USA)
CD247/CD3ζ, Maus murin, monoklonal BD Bioscience Pharmingen
(Heidelberg)
gp130, murin Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
PARP, human Maus, monoklonal BD Bioscience Pharmingen
STAT3, human Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
phospho-STAT3, human Kaninchen, polyklonal Cell Signaling Technology
β-Aktin, human Kaninchen, monoklonal Cell Signaling Technology
IgG, murin Ziege, HRP gekoppelt Dianova (Hamburg)
IgG, Kaninchen Ziege, HRP gekoppelt Dianova
Immunfluoreszenz
CD3γ, human Ziege Santa Cruz (Santa Cruz, USA)
myc-Epitop Hybridomu¨berstand 9E10 Institut fu¨r Infektionsmedizin
(Kiel)
myc-Epitop Kaninchen, monoklonal HISS Diagnostics GmbH
(Freiburg)
IgG (H+L), murin Ziege, Alexa Fluor® 488 Invitrogen
IgG (H+L), Kaninchen Ziege, Alexa Fluor® 488 Invitrogen
IgG (H+L), murin Ziege, Alexa Fluor® 568 Invitrogen
IgG (H+L), Kaninchen Ziege, Alexa Fluor® 568 Invitrogen
Durchflusscytometrie
Isotyp, human PE-konjugiert BD Bioscience Pharmingen
ErbB2, human PE-konjugiert BD Bioscience Pharmingen
CD3, human PE-konjugiert BD Bioscience Pharmingen
CD4, human PE-konjugiert BD Bioscience Pharmingen
CD8, human APC-konjugiert BD Bioscience Pharmingen
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Kits Quelle
Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) Invitrogen
CD4+ T Cell Isolation Kit II Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach)
CloneJET PCR Cloning Kit Thermo scientific (Rockford,
USA)
CytoTox 96® NonRadioactive Cytotoxicity Assay Promega (Madison, USA)
DELFIA® EuTDA Cytotoxicity Reagents PerkinElmer (Boston, USA)
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen (Hilden)
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I BD Biosciences Pharmingen
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Roche
mirVana miRNA Isolation Kit Ambion, Inc (Kaufungen)
PCR clean-up gel extraction: NucleoSpinExtract II Macherey-Nagel (Du¨ren)
Plasmid Maxi Kit Qiagen
Rotor-Gene Multiplex PCR Kit Qiagen




Reagenzien, die in der folgenden Liste nicht aufgefu¨hrt sind, wurden von den Firmen Sigma-
Aldrich (Steinheim), Merck (Darmstadt) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.
Reagenzien Quelle
Accutase PAA Laboratories (Coelbe)
Agar Difco (Augsburg)
Agarose Invitrogen
Alkaline Phosphatase Thermo scientific
Ammoniumpersulfat Amresco (Solon, USA)
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) Thermo scientific
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Greiner (Frickenhausen)
Dimethylsulfoxid (DMSO) Biomol (Hamburg)
DNase I Roche
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) PAA Laboratories
Ficoll Biochrom (Berlin)
Fo¨tales Ka¨lberserum (FKS) PAA Laboratories
GeneRuler DNA Ladder Mix Thermo scientific
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Fortsetzung 2: Reagenzien
Reagenzien Quelle
Glycerin Gerbu Biochemicals (Gaiberg)
Hybond-C Extra GE Healthcare (Freiburg)







Natriumdodecylsulfat (SDS) Bio-Rad (Mu¨nchen)
Nonidet P-40 Calbiochem (Schwalbach)
OptiMEM (serumfrei) Invitrogen
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo scientific
Panserin-401 PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)
Phosphatgepufferte Salzlo¨sung (PBS) PAA Laboratories




RNase A Thermo scientific
RNase H Thermo scientific
Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI) PAA Laboratories
Superscript II Reverse Transkriptase Life Technologies (Darmstadt)
Superscript III Reverse Transkriptase Life Technologies
T4 DNA-Ligase Thermo scientific
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3.1.7 Medium und Puffer
Medien fu¨r Bakterien Rezeptur
Luria-Bertani-(LB)-Agar LB-Medium mit 15 g/l Agar
Luria-Bertani-Medium 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl; pH 7
Medium zum Einfrieren 50 % LB-Medium; 50 % Glycerin
SOC-Medium 20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/l NaCl; 2,5 ml 1 M KCl;
pH 7; 10 ml 1 M MgCl2; 20 ml 1 M Glucose
Medien fu¨r Zellkultur Rezeptur
D10-Medium DMEM (4 g/l Glucose); 10 % (v/v) FKS; L-Glutamin;
Penicillin/Streptomycin
D10-Medium + G418 D10-Medium mit 200 µg/ml Geneticin
Ham’s F-12 Ham’s F-12 (PAA), 10 % (v/v) FKS; L-Glutamin;
Penicillin/Streptomycin
Medium zum Einfrieren 90 % (v/v) FKS; 10 % (v/v) DMSO
OptiMEM OptiMEM




RPMI ohne Phenolrot (PAA), 10 % (v/v) FKS; L-Glutamin;
Penicillin/Streptomycin
R10-Medium + Insulin R10-Medium mit Insulin (5 mg)
TC-Medium 45 % (v/v) RPMI; 45 % (v/v) Panserin-401; 10 % (v/v) FKS;
L-Glutamin; Penicillin/Streptomycin
TC5-Medium TC mit 5 U/ml IL-2
TC50-Medium TC mit 50 U/ml IL-2
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Puffer Rezeptur
Blockpuffer (WB) 1x PBS; 0,05 % (v/v) Tween20; 5 % (w/v) Magermilchpulver
oder
1x TBS; 0,05 % (v/v) Tween20; 5 % (w/v) BSA




1x steriles PBS; 0,1 % (w/v) Natriumazid; 5 % (v/v) FKS
Laemmli-Probenpuffer
(2x)
124,8 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) pH 6,8;
4 % (w/v) SDS; 0,008 % (w/v) Bromphenolblau; 10 % (v/v)
β-Mercaptoethanol; 20 % (v/v) Glycerin
Lysepuffer 0,5 % Tween-20, PE-Puffer, Proteinase K
Sortierungs-Puffer PBS; 0,5 % BSA; 2 mM EDTA, pH 7,2
Natriumacetat 3 M Natriumazid pH 5,2
P1 (Minipra¨paration) 10 mM EDTA pH 8; 25 mM TRIS-HCl pH 8; 100 µg/ml RNase
A
P2 (Minipra¨paration) 0,2 M NaOH, 1 % SDS
P3 (Minipra¨paration) 3 M Kaliumacetat pH 5,5
phosphatgepufferte
Salzlo¨sung (PBS)
136 mM NaCl; 1,5 mM KCl; 64 mM Na2HPO4; 0,5 mM
KH2PO4; pH 7,2 - 7,4
RIPA-Lysepuffer 50 mM TRIS-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5 %
(v/v) Natrium-Desoxycholsa¨ure; 1 % (v/v) NP40
RIPA-PI RIPA-Puffer mit einer Tablette complete mini (Protease-
Inhibitoren, Roche)
SDS-Laufpuffer 25 mM TRIS-HCl; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS
Stripping-Puffer 50 mM TRIS-HCl pH 6,8; 100 mM β-Mercaptoethanol; 2 %
SDS
Transferpuffer 25 mM TRIS-HCl; 192 mM Glycin; 10 % Methanol
TRIS-Borat-EDTA-
Puffer (TBE)
89 mM TRIS; 89 mM Borsa¨ure; 2 mM EDTA
TRIS-buffered
Saline (TBS)
50 mM TRIS-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,2 - 7,4
Waschpuffer (WB) 1x PBS oder 1x TBS mit 0,05 % Tween20
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3.2 Molekularbiologische Methoden
3.2.1 Aufreinigung von DNA
Aufreinigung von BAC- oder Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Aufreinigung beruhte auf dem Prinzip der alkalischen Lyse [Birnboim und Doly, 1979].
E. coli -Zellen wurden u¨ber Nacht in LB-Medium mit entsprechenden Antibiotika angezogen.
Am na¨chsten Tag wurden die Zellen sedimentiert (3.400 x g, 10 min, Raumtemperatur), in Puf-
fer P1 resuspendiert und lysiert. Die enthaltene RNase A baute die einzelstra¨ngige, bakterielle
RNA ab und EDTA inaktivierte bakterielle Nukleasen. Die alkalische Lyse wurde durch Zu-
gabe von Puffer P2 gestartet. NaOH schloss die Zellen auf und denaturierte die chromosomale
DNA in Einzelstra¨nge. Durch Puffer P3 erfolgte die Neutralisation und somit das Ende der
Lyse. Die Plasmid-DNA renaturierte wieder, wa¨hrend die chromosomale DNA pra¨zipitierte.
Die Plasmid-DNA wurde in Isopropanol gefa¨llt und mit Ethanol gewaschen. Die DNA wurde
in einem letzten Schritt in molekular reinem Wasser gelo¨st und bei 4°C (fu¨r zeitnahe Trans-
fektionen oder BAC-Verdau) oder bei -20°C gelagert.
Fu¨r die Pyrosequenzierung des Wildtyp-BACs von HVS C488 wurde eine DNA-Maxipra¨paration
(Qiagen) durchgefu¨hrt. Das Plasmid Maxi Kit entha¨lt ebenfalls die Puffer P1, P2 und P3, da
die Aufreinigung ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht. Die U¨bernachtkultur
der Zellen wurde bei 6.000 x g und 4°C fu¨r 15 min sedimentiert und nacheinander mit den
Puffern versetzt. Der U¨berstand wurde nach der erneuten Zentrifugation (20.000 x g, 30 min,
4°C) auf eine a¨quilibrierte Ionenaustauschersa¨ule gegeben. Die Sa¨ule wurde gewaschen und
im Anschluss wurde die BAC-DNA von der Sa¨ule eluiert. Die Fa¨llung der DNA erfolgte in
Isopropanol mit anschließendem Waschen mit Ethanol. Die DNA wurde in molekular reinem
Wasser gelo¨st und bei 4°C gelagert.
Aufreinigung viraler DNA aus Zellkulturu¨bersta¨nden
Virushaltige Zellkulturu¨bersta¨nde wurden bei 17.000 x g fu¨r 2 h bei 4°C abzentrifugiert.
Das entstandene Sediment wurde einem DNase I-Verdau (20 U) unterzogen. Somit wurde
freie, unverpackte DNA entfernt. Nach Inaktivierung der DNase I erfolgten die Schritte ent-
sprechend des DNeasy Blood & Tissue-Kit-Protokolls (Qiagen). Durch Zugabe von RNase A
(100 µg/ml) und Proteinase K (20 mg/ml) wurden RNA-Fragmente und Kapsidproteine ab-
gebaut. Nach Zugabe eines Lysepuffers (AL) und anschließend Ethanol wurde die Suspension
auf eine DNeasy Mini-Spin-Sa¨ule gegeben und zentrifugiert. Die Sa¨ule wurde in zwei Wasch-
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schritten gereinigt und dann getrocknet. Die DNA wurde mit AE-Puffer von der Sa¨ule eluiert.
Durch eine Natriumacetat-Ethanol-Fa¨llung wurde die DNA sedimentiert und dann in mole-
kular reinem Wasser aufgenommen. Die virale DNA wurde im Anschluss mit entsprechenden
Restriktionsenzymen u¨ber Nacht verdaut. Damit konnten rekonstituierte Viren auf Restrik-
tionsfragmentla¨ngen-Polymorphismen (RFLP) u¨berpru¨ft werden.
3.2.2 Klonierung
Fragmente fu¨r die Klonierungen wurden entweder frisch aus Zelllysaten amplifiziert und u¨ber
das TOPO-TA-Klonierungskit in den pCR2.1-TOPO-TA-Vektor (Invitrogen) eingefu¨gt oder
aus einem schon vorhandenen Plasmid mittels Restriktionsenzymverdau gewonnen. Fu¨r die
weitere Klonierung wurde der Vektor und das Insert (je 6 µg) mit entsprechenden Enzymen
fu¨r 3 - 4 h verdaut, falls notwendig mit T4-DNA-Polymerase gegla¨ttet und der Vektor mit
Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP) oder hitzeempfindlicher alkalischer Phosphatase
(FastAP) dephosphoryliert. Nach Trennung der Fragmente im Agarosegel (0,7 - 1%ig) wurden
diese mit dem Kit Nucleo Spin Extract II nach Anleitung des Herstellers (Macherey-Nagel)
isoliert. Die Ligation erfolgte entweder fu¨r 1 h bei u¨berha¨ngenden Enden oder u¨ber Nacht bei
glatten Enden bei Raumtemperatur nach folgender Zusammensetzung:
ng Insert =






Der Ligationsansatz wurde mittels Transformation in kompetente DH5α oder XL1-blue
E. coli -Zellen eingebracht. Die U¨berpru¨fung der Klone erfolgte durch Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR).
Polymerase-Kettenreaktion
Die PCR wurde in dieser Arbeit fu¨r verschiedene Fragestellungen verwendet. Dazu za¨hlen die
Amplifizierung von DNA-Abschnitten aus Zelllysaten, die U¨berpru¨fung von neuen Klonen, das
Umschreiben von mRNA in cDNA und der Nachweis von cDNA in einer Probe.
Ein PCR-Ansatz enthielt folgende Bestandteile: 100 - 200 ng DNA, 1x PCR Puffer, 0,12 mM
dNTPs, 0,2 mM MgCl2, 0,5 µM von jedem Oligonuklotid und 1 U Taq-Polymerase (Fermen-
tas). Fu¨r die PCR wurden je nach Fragestellung folgende Bedingungen festgelegt: 95◦C fu¨r
4 min zur initialen Denaturierung und dann fu¨r 30 - 35 Zyklen 95◦C 30 s, 52 - 62◦C fu¨r 30 s und
72◦C fu¨r 1 min/kb. Zur Denaturierung der Polymerase erfolgte am Ende ein Schritt von 72◦C
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fu¨r 10 min. Die Anlagerungstemperatur jeder PCR ist abha¨ngig von den verwendeten Oligo-
nuklotiden und wurde ha¨ufig von den Angaben des Herstellers (Biomers, Ulm) u¨bernommen
oder u¨ber folgende Gleichung na¨herungsweise bestimmt:
TM = [(G + C) x 4] + [(A + T) x 2] (in
◦C) (3.2)
Die Amplifikation fu¨r eine Sequenzierungsreaktion oder von Fragmenten aus Zelllysaten er-
folgte mit Hilfe der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (Finzyme), da diese eine sehr ge-
ringe Fehlerrate aufweist. Ein Ansatz bestand aus folgenden Bestandteilen: 0,12 mM dNTPs,
1x GC- oder HF-Puffer, 3 - 5 % DMSO (bei GC-reichen Sequenzen), 0,4 U Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase. Die Amplifikationsbedingungen waren: 98◦C fu¨r 1 min, 35 - 40
Zyklen bei 98◦C fu¨r 10 s, 55 - 65◦C fu¨r 30 s und 72°C fu¨r 20 s/kb.
Sequenzierung
Die Zwischen- und Endkonstrukte wurden durch Sequenzierung u¨berpru¨ft. Dazu wurden die
gewu¨nschten Fragmente amplifiziert, im Agarosegel (0,7 - 1%ig) aufgetrennt und aus die-
sem aufgereinigt. Der anschließende Sequenzierungsansatz setzte sich wie folgt zusammen:
1/10 BigDye Version 1.1, 0,5x Sequenzierungspuffer und 0,5 µM eines Oligonukleotids. Das
Sequenzierungsprogramm im Thermocycler T3 startete mit einer Denaturierung fu¨r 1 min
bei 96◦C. Danach folgten 25 Zyklen bei 96◦C fu¨r 10 s, 50◦C fu¨r 5 s und 4 min bei 60◦C.
Die Aufreinigung der Proben erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Proben wurden in
Kapillar-Sequenziergera¨ten (DNA Analyser 3700, Applied Biosystems) des Instituts fu¨r Klini-
sche Molekularbiologie des Universita¨tsklinikums Schleswig-Holstein aufgetrennt und mittels
ContigExpress, einer Komponente der Software Vector NTI 10.3 (Invitrogen), analysiert.
3.2.3 En passant-Mutagenese
Herstellung elektrokompetenter E. coli
Fu¨r die En passant-Mutagenese werden elektrokompetente E. coli -Zellen beno¨tigt. Zu ihrer
Herstellung wurde LB-Medium aus einer U¨bernachtkultur angeimpft. Befanden sich die Zellen
in der exponentiellen Wachstumsphase (optische Dichte (A600 0,5 - 0,7)), wurden sie fu¨r 15 min
bei 42◦C geschu¨ttelt und danach sofort fu¨r 20 min auf dem Orbitalschu¨ttler in einem Eisbad
inkubiert. Die Suspension wurde abzentrifugiert und dreimal mit eiskaltem 10%igem Glycerin
gewaschen. Im letzten Schritt wurden die Zellen in 1/100 des Anfangsvolumen 10%igem Gly-
cerin aufgenommen und in kleinen Portionen in einem Ethanol-Trockeneisbad eingefroren. Die
Lagerung erfolgte bei -80◦C.
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Elektroporation und erste Red-Rekombination
Elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 100 ng DNA vermengt. Die Sus-
pension wurde in eine 1 mm-Ku¨vette (Biorad) gegeben und unter folgenden Bedingungen elek-
troporiert: 1.500 V, 25 µF und 200 Ω. Danach wurde sofort 1 ml LB-Medium ohne Antibiotika
auf die Zellen gegeben und diese werden fu¨r 2 h bei 32◦C schu¨ttelnd inkubiert. Im Anschluss
wurden 1/10 und 1/20 der Suspension auf Agarplatten mit 30 µg/ml Chloramphenicol und
30 µg/ml Kanamycin ausplattiert und fu¨r 48 h im Brutschrank bei 32◦C inkubiert.
Zweite Red-Rekombination
Nach der U¨berpru¨fung einer Kolonie aus der ersten Red-Rekombination mittels RFLP wurde
diese in 2 ml Medium (LB-Medium mit 30 µg/ml Chloramphenicol) bei 32◦C und 200 rpm
bis zu A600 von 0,5 - 0,6 angezogen. Nach Zugabe von 2 ml LB-Medium mit demselben An-
tibiotika und 1 % Arabinose wurde die Suspension fu¨r eine weitere Stunde geschu¨ttelt. Die
Expression des Red-Rekombinationssystems wurde im Anschluss daran bei 42◦C und 220 rpm
fu¨r 30 min im Wasserbad induziert. Vor dem Ausplattieren auf LB-Agarplatten mit 30 µg/ml
Chloramphenicol und 1 % Arabinose wurden die Zellen erneut bei 32◦C und 220 rpm fu¨r 2 -
4 h kultiviert. Die Anzucht der Klone erfolgte bei 32◦C u¨ber 48 h im Brutschrank.
3.2.4 RNA-Analysen
RNA-Isolation
Zellula¨re RNA wurde mit der Trizol-Chloroform-Extraktion isoliert. Adha¨rente Zelllinien wur-
den durch Accutase vom Gefa¨ßboden gelo¨st und abzentrifugiert (260 x g, 10 min), bei Suspen-
sionszellen entfiel der Accutaseschritt. Die Zellen wurden in Trizol (Invitrogen) aufgenommen
und im Anschluss daran zusa¨tzlich mit Chloroform versetzt. Nach der Pra¨zipitation wurde
die RNA mit Isopropanol gefa¨llt RNA mit Ethanol gewaschen und im Anschluss in molekular
reinem Wasser aufgenommen. Die Lagerung erfolgte bei -80◦C.
cDNA-Synthese und Reverse-Transkriptase-PCR
Fu¨r einen anschließenden Nachweis der mRNA-Spiegel in den Zellen wurde die Gesamt-RNA
einem DNase I-Verdau unterzogen. Nach Hitze-Inaktivierung der DNase I erfolgte die cDNA-
Synthese. Dazu wurde die Probe in zwei gleiche Portionen (mit und ohne Reverse Transkrip-
tase) geteilt und mit folgenden Reagenzien versetzt: 1 µg Oligo(dT)18 und 0,5 µM dNTPs.
Die Suspension wurde fu¨r 5 min auf 65◦C erhitzt und anschließend auf Eis abgeku¨hlt. Nach
der Zugabe von 1x Transkriptionspuffer und 5 mM DTT erfolgte eine Erwa¨rmung auf 42◦C.
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Bei 50 % der Ansa¨tze wurde 200 U Superscript II Reverse Transkriptase (Life Technologies)
hinzugegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte bei 42◦C fu¨r 50 min. Die gewonnene cDNA wurde
durch eine PCR auf Ziel-mRNAs hin analysiert.
miRNA-Isolation
Die miRNA-Isolation erfolgte mittels mirVana miRNA Isolationskit entsprechend den Her-
stellerangaben (Ambion). Gereinigte Gesamt-RNA wurde mit Lyse-Bindepuffer und miRNA-
Homogenat-Zusatz versetzt und fu¨r 10 min auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 100 % Ethanol
wurde die Probe gru¨ndlich gemischt. Die Suspension wurde auf eine a¨quilibrierte Sa¨ule ge-
geben und das Filtrat aufgefangen. Zum Filtrat wurde erneut 100 % Ethanol gegeben, der
Ansatz wurde gemischt, auf eine Sa¨ule gegeben und zentrifugiert. Diesmal wurde das Filtrat
verworfen. Nach dreimaligem Waschen des Filters wurde die miRNA von der Sa¨ule eluiert. Die
gewonnene miRNA wurde im Northernblot am Heinrich-Pette-Institut in Hamburg eingesetzt,
weil das Institut fu¨r Infektionsmedizin in Kiel keine Umgangsgenehmigung fu¨r Radioaktivita¨t
besitzt.
Stamm-Schleifen-Echtzeit-RT-PCR
Die Methode der Stamm-Schleifen-Echtzeit-RT-PCR (stem loop real time RT-PCR) wurde
2005 zur Quantifizierung von microRNAs entwickelt [Chen et al., 2005]. Die Methode beruht
auf der Verwendung eines Stamm-Schleifen-Oligonukleotids zur Synthese der cDNA und der
anschließenden Quantifizierung der Transkripte durch Echtzeit-PCR unter Verwendung von
TaqMan-Sonden. TaqMan-Sonden bestehen aus einem Oligonukleotid, das an seinem 5’-Ende
einen Reporter-Fluorescein-Farbstoff und an seinem 3’-Ende ein Quencher tra¨gt. Wenn sich die
TaqMan-Sonde an ihre Zielsequenz anlagert und die Probe angeregt wird, wird die Fluoreszenz
durch die ra¨umliche Na¨he vom Quencher unterdru¨ckt. Nach Synthese der Zielsequenz und der
damit verbundenen Verdra¨ngung und des Abbau der TaqMan-Sonde wird die ra¨umliche Na¨he
aufgehoben und die Fluoreszenz wird messbar.
Im ersten Schritt wurde die RNA durch die Superscript III Reverse Transkriptase (Life Tech-
nologies) in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde die RNA mit 1x Transkriptionspuffer, 10 mM
DTT, 20 U RNaseOut und 50 U Superscript III Reverse Transkriptase versetzt und die cDNA
in 60 Zyklen synthetisiert. Der Abbau der RNA erfolgte durch die Zugabe von 80 U RNase H.
Fu¨r den Nachweis der enthaltenen 5p-HSUR2 von HVS C488 wurden zur synthetisierten cDNA
0,5 µM Oligonukleotide, 0,2 µM TaqMan-Sonde und 1x Mastermix zugegeben und die Stamm-
Schleifen-Echtzeit-PCR mit 45 Zyklen im Rotor-Gene 6000 (Qiagen) in Duplikaten gestartet.
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Als Normalisierungskontrolle diente der Nachweis von GAPDH. Die Auswertung erfolgte durch
die Rotor-Gene 6000 Software (Qiagen).
3.2.5 Protein-Analysen
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Zellen auf ihre Proteinexpression hin untersucht.
Dazu wurden adha¨rente Zellen mit Accutase vom Zellkulturboden gelo¨st und abzentrifugiert,
Suspensionszellen wurden nur abzentrifugiert (jeweils 260 x g, 10 min). Die Sedimente wurden
in eiskaltem RIPA-Puffer mit 1x Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche) und Benzonase (Merck)
aufgenommen und fu¨r 20 min auf Eis gelagert. Nach Zugabe von 2x Laemmli-Puffer mit oder
ohne β-Mercaptoethanol wurden die Lysate bei -20◦C gelagert.
Vor einer Auftrennung in einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) wurden die Proben auf Eis aufgetaut, fu¨r 10 min bei 95◦C gekocht, kurz auf
Eis gelagert und abzentrifugiert. Als Gro¨ßenstandard diente eine PageRuler Prestained Pro-
tein Ladder (Fermentas). Die Wanderung im Sammelgel erfolgte bei 10 mA und 400 V, nach
dem U¨bergang ins Trenngel (8, 10 oder 12%ig) bei 15 mA bis die Bromphenolblaubande das
Gel verlassen hatte.
Westernblot
Im Anschluss an die Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine elektrophore-
tisch in einem Semidry-Blot-Verfahren auf eine Nitrocellulosemembran (Porengro¨ße 0,45 µm)
u¨bertragen. Dazu wurden die Membran und das Gel mit 1x Transferpuffer (mit 10 % Methanol)
behandelt. Der Elektrotransfer erfolgte bei 12 V und 400 mA fu¨r 45 - 60 min. Die Membran
wurde im Anschluss fu¨r 1 h (Raumtemperatur) oder u¨ber Nacht (4◦C) in Blockpuffer ge-
lagert. Nach einem kurzen Waschschritt erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antiko¨rper
(1:1.000 - 1:2.000) fu¨r 1 h (Raumtemperatur) oder u¨ber Nacht (4◦C). Die Membran wurde
dann in sechs Schritten a´ 5 min gewaschen und danach mit dem zweiten, mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppeltem, Antiko¨rper (1:8.000) inkubiert. Nach weiteren Waschschritten erfolg-
te die Detektion mit SuperSignal West Pico/Femto Chemiluminescent Substrat (Pierce) durch
die Chemilumineszenz-Reaktion am Image-System LAS-3000 (Fujifilm, Tokio).
In einigen Experimenten wurde die Membran im Anschluss im Stripping-Puffer fu¨r 15 min auf
65◦C erhitzt. Danach wurde das β-Mercaptoethanol durch Waschen entfernt, die Membran
erneut mit Blockpuffer behandelt und wie oben beschrieben mit Antiko¨rpern inkubiert.
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Die bei -80◦C gelagerten Proben der Zelllinien wurden schnell auf 37◦C erwa¨rmt, in 10 ml ent-
sprechenden Mediums aufgenommen und fu¨r 10 min bei 260 x g zentrifugiert. Der U¨berstand
wurde verworfen, die Zellen in neuem Medium aufgenommen und bei 37◦C und 5 % CO2 in-
kubiert.
Prima¨re T-Lymphozyten wurden aus -80◦C ebenfalls schnell erwa¨rmt und in 10 ml R10-
Medium zentrifugiert. Die Zellen wurden in R10-Medium mit 4 µg/ml Concanavalin A auf-
genommen und in eine Zellkulturflasche u¨berfu¨hrt. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C und
5 % CO2. Die Kulturflaschen wurden durch Anhebung am Flaschenhals in Schra¨glage von
ca. 30◦ gehalten. Am folgenden Tag wurde das Volumen durch die Zugabe von TC50-Medium
verdoppelt.
Zellen kultivieren
Die verschiedenen Medien wurden zur Kultivierung folgender Zellen verwendet:
Medium Zelllinien
D10 Hep3B, HepG2, Huh7, Huh7.5, MDA-MB231, MDA-MB453, MDA-
MB468, NIH3T3, OMK, SKBR3, SK-Hep1
D10+G418 NIH3T3-ErbB2
Ham’s F12 CHO-K1
R10 AKN1, BAF3, BT20M, B222, CB15, HuccT1, Jurkat-Zellen, KL,





Die adha¨renten Zelllinien wurden mit Trypsin-EDTA vom Zellkulturflaschenboden abgelo¨st.
Alle Zelllinien wurden bei 260 x g fu¨r 10 min zentrifugiert und in 100%igem FKS (ca. 2 x
106 Zellen pro ml) aufgenommen, resuspendiert und fu¨r 10 min auf Eis gelagert. Im Anschluss
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erfolgte die Zugabe von 1/10 Volumen 100 %igem DMSO. Die Suspension wurde in 1 ml-
Portionen in Kryoro¨hrchen pipettiert, fu¨r 24 h in einer Isopropanol-Einfrierbox (Abku¨hlung
ca. -1°C/min) bei -80◦C gelagert und danach in Kryoboxen bei -80◦C u¨berfu¨hrt.
Lymphozytenisolierung aus humanen Blutproben
Humane Blutproben wurden 1:1 mit PBS verdu¨nnt. In einer Dichtegradientenzentrifugation
(1.200 x g fu¨r 30 min) wurden 35 ml verdu¨nnte Blutprobe u¨ber 15 ml Ficoll aufgetrennt.
Die Leukozyten befanden sich danach in der Interphase zwischen Ficoll und Serum, wurden
abgenommen und dreimal mit PBS gewaschen. Nach einer Zellzahlbestimmung in der Neubau-
erkammer wurden die Zellen in FKS mit 10 % DMSO wie oben beschrieben weggefroren oder
weiter kultiviert.
Induktion mit Doxycyclin
Wenn die Zielzellen mit einem rekombinanten Virus mit Tet-Schalter transduziert waren, wur-
den sie zur Hochregulation der Transgenexpression 6 h bzw. 24 h vor ihrer Weiterverarbeitung
mit 1 µg/ml Doxycyclin stimuliert.
3.3.2 Transfektion und Viruskultur
Transfektion
Am Vortag wurde die BAC-DNA fu¨r das entsprechende Virus jeweils frisch pra¨pariert und
5,5 x 105 OMK-Zellen wurden in einer 25 cm2-Kulturflasche ausgesa¨t. Die Transfektion der
Zellen erfolgte bei einer Konfluenz der Zellen von 40 - 60 %. Die BAC-DNA (ca. 5 µg in
200 µl) und das Lipofectamin (10 µl in 200 µl) wurden in zwei Ansa¨tzen mit OptiMEM
verdu¨nnt. Nachdem beide Lo¨sungen zusammengegeben worden waren (400 µl), wurden sie fu¨r
35 min bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurden die OMK-Zellen zweimal mit
OptiMEM gewaschen. Nach der Zugabe von OptiMEM (1,1 ml) zu dem Inkubationsansatz
wurde dieser auf die Zellen gegeben. Nach 4 h Inkubation bei 37◦C und 5 % CO2 wurde
1,5 ml D10-Medium zugegeben. Am na¨chsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel mit neuem
D10-Medium (5ml).
Nach einer ta¨glichen optischen Kontrolle wurden die Zellen nach ca. 5 d, wenn deutliche cyto-
pathische Effekte zu sehen waren, trypsiniert und in eine gro¨ßere Zellkulturflasche u¨berfu¨hrt.
Wenn diese Zellen komplett durchinfiziert waren und die meisten Zellen abgelo¨st waren, wurde
der U¨berstand geerntet, zentrifugiert und bei 4◦C gelagert. OMK-Zellen wurden in einer 175
cm2-Kulturflasche ausgesa¨t und am folgenden Tag mit virushaltigem U¨berstand in 5 ml Me-
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dium fu¨r 2 h unter mehrmaligem Schwenken bei 37◦C und 5 % CO2 kultiviert. Anschließend
wurde der U¨berstand entfernt und nach Zugabe von neuem D10-Medium fu¨r mehrere Tage bei
37◦C und 5 % CO2 inkubiert bis auch diese Flasche durchinfiziert war und der U¨berstand nach
Zentrifugation bei -80◦C weggefroren werden konnte. Virale Konstrukte mit den proapopto-
tischen Transgenen tBid oder reverse Caspase 3 wurden im Vermehrungsschritt bei 32,5◦C
kultiviert.
Titration
Die Titration dient der Bestimmung der Konzentration der infektio¨sen Viren. Dazu wurden
am Vortag OMK-Zellen in 24er-Flachboden-Zellkulturplatten ausgesa¨t. Triplikate von sechs
seriellen 10-fach-Verdu¨nnungen der einzelnen Viren wurden angelegt (10−1 - 10−6), indem
in D10-Medium jeweils 1:10 der vorherigen Verdu¨nnungsstufe gegeben wurde, gefolgt von
kra¨ftigem Mischen. Von jeder Verdu¨nnungsstufe wurden je 100 µl in eine Vertiefung gege-
ben. Am na¨chsten Tag wurde der U¨berstand gegen 1 ml neues D10-Medium gewechselt. Nach
weiteren 6 - 10 d wurden die entstandenen cytopathischen Effekte (Plaques) geza¨hlt. Die Be-








Kinetiken wurden zur Bestimmung des Replikationsverhaltens der Viren durchgefu¨hrt. Am
Vortag wurden OMK-Zellen in 24er-Flachboden-Zellkulturplatten ausgesa¨t. Fu¨r jeden Mess-
zeitpunkt wurde eine definierte Anzahl an PFUs in eine Vertiefung gegeben, fu¨r 1 h unter
mehrmaligem Schwenken bei 37◦C und 5 % CO2 inkubiert und danach dreimal mit steri-
lem PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Zellen mit 1 ml Medium u¨berschichtet. Der
U¨berstand wurde zu definierten Zeitpunkten (1, 2, 3, 4, 5 und 6 d nach der Infektion; days post
infection, dpi) geerntet und bei -80◦C gelagert. Die PFUs pro Messzeitpunkt wurden in einer
anschließenden Titration bestimmt.
3.3.3 Transduktion von Zielzellen
Humane Lymphozyten wurden 3 d nach der Stimulation durch Concanavalin A geza¨hlt und
in einem 50-ml-Ro¨hrchen mit Virus vermischt (ca. 3 x 106 Zellen mit Infektionsmultiplizita¨t
(MOI=3)). Die Zellsuspension wurde fu¨r 2 h bei 26◦C und 460 x g zentrifugiert (Spinokulation)
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[Stevenson et al., 2000]. Im Anschluss wurde der U¨berstand verworfen und die Zellen in neuem
TC50-Medium aufgenommen und bei 37◦C und 5 % CO2 kultiviert. Adha¨rente Zellen wurden
am Vortag in Flachboden-Zellkulturplatten ausgesa¨t. Nach Zugabe der entsprechenden Viren
(meistens MOI=1) wurden die Platten fu¨r 2 h bei 26◦C und 460 x g zentrifugiert und im
Anschluss das Medium gewechselt. Die Inkubation erfolgte bei 37◦C und 5 % CO2.
3.3.4 Fluoreszenz-Mikroskopie
Das Fluoreszenzmikroskop IX81 (Olympus, Hamburg) wurde fu¨r verschiedene Fragestellungen
verwendet.
U¨berpru¨fung der Transgenexpression
Die eGFP-Expression der transduzierten Hepatomzelllinien und humanen T-Lymphozyten und
die dsRed-Expression der Hamsterzellen wurden mittels Fluoreszenzmikrokopie u¨berpru¨ft.
Immunofluoreszenz von Effektor-T-Lymphozyten
Transduzierte humane T-Lymphozyten wurden auf mit L-Laminin und Poly-L-Lysin beschich-
teten Deckgla¨schen (jeweils 10 µg/ml) mit 2 % Paraformaldehyd fixiert. Nach dem einstu¨ndigen
Blocken mit 10 % normalem Ziegenserum wurden die Zellen mit U¨berstand des Hybridoms
9E10, das gegen das Myc-Epitop gerichtet ist, und einem Kaninchenantiko¨rper anti-CD3γ fu¨r
1,5 h inkubiert. Nach Waschschritten erfolgte die Zugabe der markierten Antiko¨rper Alexa-
488-α-Maus und Alexa-568-α-Kaninchen (beide 1:1.000; Invitrogen) fu¨r 1 h. Nach erneuten
Waschschritten wurden Zellkerne mittels DAPI (Greiner) angefa¨rbt. Die Proben wurden in
der Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Fu¨r die Immunfluoreszenz der T-Lymphozyten fanden
die Filter fu¨r FITC (488 nm), dsRed (568 nm) und DAPI (358 nm) Verwendung.
Live-cell-imaging Versuche
Zur Visualisierung der Funktionalita¨t der cTCR-transduzierten T-Lymphozyten wurde die
Tumorzelllinie MDA-MB453 mit 1 µM Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM, Invitrogen),
einem veresterten Fluoresceinkomplex, fu¨r 1 h bei 37◦C und 5 % CO2 inkubiert. Nach Zu-
gabe von T-Lymphozyten (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) im Effektor-Zielzell-Verha¨ltnis von 20:1
wurden die Zellen im Inkubator des live-cell-imaging-Fluoreszenzmikroskops fu¨r 3 h bei 37◦C
inkubiert und beobachtet. Alle 15 min wurden die gleichen Zellen fotografiert und so eine
Vera¨nderung der Fluoreszenz u¨ber die Zeit dargestellt.
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TUNEL-Test
Fu¨r den TUNEL-Test (terminaler Desoxyribonukleotidyltransferase-vermittelter dUTP-Biotin
End-Markierungstest, terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick end
labeling, Roche) wurden die Zelllinien (Huh7.5, Hep3B, SK-Hep1) in 96-Flachbodenplatten
ausgesa¨t, mit Virus (WTf∆1rHVS, hCBF∆1rHVS und AhCBF∆1rHVS) transduziert und nach
einer Woche fu¨r 6 h mit Dox induziert. Die Fa¨rbung folgte dem Protokoll des InSitu Cell
Death Detection Kits (Roche). Das Medium wurde fast vollsta¨ndig abgenommen und die Zellen
mit einer 4%igen Formaldehydlo¨sung mit Triton-X100 fu¨r 10 min fixiert. Nach einem Wasch-
schritt wurde mit einer Reaktionslo¨sung aus Enzym- und Markierungslo¨sung fu¨r 1 h bei 37◦C
inkubiert. Die Zellen wurden zusa¨tzlich mit DAPI-Kernfa¨rbungslo¨sung fu¨r 5 min bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Die Analyse unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte nach
weiteren Waschschritten.
3.3.5 Durchflusscytometrie
Das Durchflusscytometer (FACSCanto, BD Biosciences) wurde fu¨r verschiedene Fragestellun-
gen verwendet.
Pha¨notyp von T-Lymphozyten und Tumorzellen
U¨ber den gesamten Versuchszeitraum des Projektes
”
rekombinanter T-Zell-Rezeptor“ hinweg
wurden die transduzierten T-Lymphozyten auf ihre Oberfla¨chenmarker untersucht. Dazu wur-
den die Zellen in Durchflusscytometrie-Puffer aufgenommen, mit fluoreszenzgekoppelten An-
tiko¨rpern gegen CD3, CD4 und CD8 fu¨r 1 h auf Eis im Dunkeln inkubiert und danach im
Durchflusscytometer detektiert. Ebenso wurden die Tumorzellen auf ihre ErbB2-Expression
untersucht, indem sie mit einem spezifischen Antiko¨rper markiert und im Anschluss per Durch-
flusscytometrie analysiert wurden.
Nachweis der induzierten Apoptose
Fu¨r den Nachweis der induzierten Apoptose wurde das Kit FITC Annexin V Apoptosis De-
tection Kit I (BD Bioscience Pharmingen) verwendet. Die verschiedenen adha¨renten Zelllinien
wurden fu¨r eine anschließende Analyse im Durchflusscytometer mittels Accutase von dem
Kulturgefa¨ßboden abgelo¨st, abzentrifugiert, gewaschen und in Bindepuffer aufgenommen. Die
Suspensionszelllinien konnten sofort abzentrifugiert und umgepuffert werden. Eine Probe wur-
de in zwei Ansa¨tze aufgeteilt. Ansatz 1 diente als Kontrolle wa¨hrend Ansatz 2 mit 5 µl FITC
Annexin V und 5 µl Propidiumiodid, entsprechend den Herstellerangaben, versetzt wurde. Die
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Proben wurden gemischt, fu¨r 15 min bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert und im
Anschluss im Durchflusscytometer analysiert. Die Fa¨rbung mit Annexin V weist ein fru¨hes
Apoptosestadium nach, die Fa¨rbung der Zellen mit Propidiumiondid ein spa¨teres Stadium.
U¨berpru¨fung der Transgenexpression
Die eGFP-Expression der transduzierten Hepatomzelllinien und humanen T-Lymphozyten so-




Diese Methode basiert auf dem Markieren der Tumor-Ziel-Zellen mit einem Acetoxymethyles-
ter eines fluoreszenzversta¨rkenden Chelator-Liganden (BATDA). Dieser Ligand gelangt schnell
durch die Zellmembran in die Zelle, wo die Esterbindungen hydrolysiert werden und sich der
hydrophile Ligand (TDA) bildet, der nicht la¨nger die Membran passieren kann. Nach Lyse der
Zielzellen durch die Anwesenheit der Effektorzellen tritt der Ligand aus und bildet mit den
zugegebenen Europiumionen einen Chelatkomplex. Das gemessene Fluoreszenzsignal korreliert
direkt mit der Menge der lysierten Zellen.
Zielzellen wurden geerntet und mit dem Chelator BATDA (Perkin-Elmer) inkubiert. Die mar-
kierten Zellen (KL1, KL2, KL5, KL6, MDA-MB453, MDA-MB468, SKOV3, T47D, ZG17)
wurden in Triplikaten in definierten Verha¨ltnissen (1:40; 1:20; 1:10; 1:5; 1:2,5) mit den Effektor-
T-Zellen (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS, scfrULTrHVS) vermischt und fu¨r 2 h bei 37◦C inkubiert. Der
U¨berstand wurde im Anschluss mit der Europiumlo¨sung (Perkin-Elmer) versetzt und im Mikro-
plattenleser Safire2 (Tecan, Crailsheim) bei 490 nm gemessen. Triplikate mit einem Verha¨ltnis
von 10:1 wurden außerdem mit 100 nM Concanamycin A (CMA, Sigma Aldrich) versetzt,
einen Inhibitor der perforinabha¨ngigen Zelllyse [Kataoka et al., 1996]. Die Grundlage fu¨r die
Berechnung der prozentualen Cytotoxizita¨t wird durch die folgende Gleichung mathematisch
beschrieben:
% =
Ergebnis− Effektorzellen spontaneFreisetzung − Zielzellen spontaneFreisetzung
ZielzellenmaximaleFreisetzung − ZielzellenminimaleFreisetzung x100 (3.4)
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Laktatdehydrogenase-Test
Dieses Verfahren ermo¨glicht die Quantifizierung der Laktatdehydrogenase (LDH), eines sta-
bilen cytosolischen Enzyms, das bei der Zelllyse freigesetzt wird. Freigesetzte LDH in Kul-
turu¨bersta¨nden wird durch einen Enzym-gekoppelten Test (Cytotox96 NonRadioactive Cyto-
toxicity Assay, Promega) gemessen, der in der Umwandlung eines Tetrazoliumsalzes (INT)
in ein rotes Formazan-Produkt mu¨ndet. Die Intensita¨t des Farbkomplexes ist proportional
zur Anzahl der lysierten Zellen. Dieser Test wurde bei zwei Fragestellungen in dieser Arbeit
verwendet:
1. Zur Bestimmung der Cytotoxizita¨t des chima¨ren T-Zell-Rezeptors wurden die Zielzellen
(KL1, KL2, KL5, KL6, MDA-MB453, MDA-MB468, SKOV3, T47D, ZG17) in Tripli-
katen in definierten Verha¨ltnissen (1:10; 1:5; 1:2,5; 1:1,25) zu Effektor-T-Lymphozyten
(WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) gegeben. Nach einer Inkubation von 6 h bei 37◦C wurde der
U¨berstand mit einer Testpuffer-Substrat-Lo¨sung versetzt und fu¨r 30 min bei Raumtem-
peratur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe einer Stopplo¨sung
beendet und die Ansa¨tze bei 490 nm im Mikroplattenleser Safire2 vermessen.
2. Die Hepatomzellen (Hep3B, Huh7.5, SK-Hep1) wurden in Quadruplikaten in 96-
Flachboden-Zellkulturplatten ausgesa¨t und am na¨chsten Tag mit Viren (WTf∆1rHVS,
hCBF∆1rHVS, AhCBF∆1rHVS) transduziert. Nach einer Woche erfolgte die Zugabe von
Doxycyclin und 24 h spa¨ter die Ernte und Prozessierung der U¨bersta¨nde wie oben be-
schrieben.
Nach Subtraktion des Hintergrunds und der Volumenkorrelation, wurde die Gleichung 3.4 fu¨r
die Auswertung verwendet.
Freisetzung cytotoxischer Granula
Granzym B ist eine Serinprotease, die in humanen T-Lymphozyten exprimiert und in lyti-
schen Granula gelagert wird. In der Anwesenheit von Tumorzellen werden die Granula der
T-Zellen u¨ber Exocytose freigesetzt. In diesem Test wird nach Coinkubation der Effektor- und
Zielzellen der U¨berstand mit einem Gemisch von Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-Thiobenzylester
(BLT) und 5,5’-Dithiobis-(2-Nitrobenzol-Sa¨ure) (DTNB/Ellman-Reagenz) versetzt. BLT dient
als Substrat von Granzym B. Bei der Umsetzung entstehen freie Thiolgruppen, die durch
DTNB mittels Farbumschlags quantitativ nachgewiesen werden.
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Die Zielzellen (KL1, KL2, KL5, KL6, MDA-MB453, MDA-MB468, SKOV3, T47D, ZG17)
wurden in Triplikaten im Verha¨ltnis von 1:10 mit Effektorzellen (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS)
vermischt und fu¨r 3 h bei 37◦C inkubiert. Der U¨berstand wurde mit BLT und DTNB vermischt
und nach 30 min Inkubation bei 37◦C wurden die Proben bei 405 nm im Mikroplattenleser
Safire2 vermessen. Als Grundlage fu¨r die Berechnung der prozentualen spezifischen Granula-
freisetzung wurde folgende Gleichung verwendet:
% =
Absorption experimentell −Absorption spontan
Absorptionmaximal −Absorptionminimal x100 (3.5)
3.3.7 Magnetische Zellsortierung
Eine heterogene Population von T-Lymphozyten wurde einen Monat nach ihrer Transduktion
in CD4+- und CD8+-Zellen separiert. Dazu wurden die Zellen mit einem Biotin-Antiko¨rper-
Cocktail (Biotin-konjugierte monoklonale Antiko¨rper gegen CD8, CD14, CD16, CD19, CD36,
CD123, TCRγ/δ and Glycophorin A) (CD4+-Cell Isolation Kit II Miltenyi Biotec) fu¨r 10 min
bei 4◦C inkubiert. Im na¨chsten Schritt erfolgte die Zugabe von Anti-Biotin-Mikroku¨gelchen
fu¨r 15 min ebenfalls bei 4◦C. Nach einem Waschschritt wurde die Zellsuspension auf eine
a¨quilibrierte Sa¨ule in einem magnetischen Separator gegeben. Der Durchfluss enthielt die un-
markierten CD4+-T-Zellen. Die markierten Zellen wurden nach Entfernen des Magneten von
der Sa¨ule gewaschen und parallel weiterkultiviert. Die unmarkierten Zellen wurden erneut
nach oben genanntem Schema sortiert und danach weiterkultiviert. Nach weiteren zwei Mo-
naten wurden die CD4+-Zellen erneut sortiert, die markierten Zellen wurden diesmal nicht





4.1 Rekombinanter T-Zell-Rezeptor auf humanen T-Lymphozyten
Die stabile Expression eines Transgens, das u¨ber einen HVS-Vektor in vitro in Zellen einge-
bracht worden ist, konnte bisher nur fu¨r die Thymidinkinase aus HSV-1 u¨ber einen la¨ngeren
Zeitraum gezeigt werden [Hiller et al., 2000]. In anderen Versuchen stieg die Proteinexpression
zu Beginn an, fiel jedoch nach einigen Wochen wieder ab [Hu¨ske, 2010; Toptan et al., 2010a,
Toptan, 2010b]. Ein entscheidendes Ziel dieses Projektes ist demnach die stabile Langzeitex-
pression von Transgenen in HVS-transformierten humanen T-Lymphozyten.
Abb. 4.1: Rekombinante Viren aus WTfC488-BAC mit rekombinantem T-Zell-Rezeptor. C488-BAC:
BAC; HSUR1/HS: HVS-U-RNA 1; HTLV-EF1α p: Fusionspromotor aus dem Promotor des humanen T-
lymphotropen Virus Typ 1 und dem Promotor fu¨r den Elongationsfaktor 1α; IRES: Interne ribosomale Ein-
trittsstelle; KanaR: Kanamycin-Resistenzkassette; p: Promotor; pA: polyA-Sequenz; scfr: variables Einzelket-
tenfragment; scfr-IRESC488-BAC: BAC mit tricistronischer Variante; scfrULTC488-BAC: BAC mit separater Ex-




Als Transgen diente ein cTCR, dessen Funktionalita¨t in vielen Vorarbeiten bereits ausfu¨hrlich
dokumentiert war [Moritz et al., 1994]. Dieser cTCR besitzt eine Antigenbindestelle fu¨r den
humanen Wachstumsfaktor-Rezeptor ErbB2, der auf der Zelloberfla¨che einer Vielzahl humaner
Tumorzellen, u.a. auf Mammakarzinomen [Berger et al., 1988], u¨berexprimiert wird. Ziel ist
es, infolge der Bindung der T-Lymphozyten u¨ber den cTCR an die Tumorzellen durch die
ra¨umliche Na¨he eine Aktivierung der T-Zellen mit anschließender Lyse der Tumorzellen zu
induzieren.
4.1.1 Virusvektoren fu¨r den chima¨ren T-Zell-Rezeptor
Das BAC WTfC488-BAC entha¨lt das vollsta¨ndige HVS-Genom mit einem mini-F-Fragment aus
pBeloBAC11 an der Position des viralen ORF14. Dieses BAC wurde in E. coli -Zellen durch
En passant-Mutagenese vera¨ndert. Das inserierte Konstrukt bestand aus der codierenden Se-
quenz fu¨r einem scFv gegen ErbB2 fusioniert mit der CD3ζ-Doma¨ne (CD247) eines natu¨rlichen
TCRs. Dieses Transgen wurde einerseits zwischen das biscistronische stpC/tip-Gen (ORF1 )
und seinen Promotor mit einer zusa¨tzlichen internen ribosomalen Eintrittsstelle (internal ribo-
some entry site, IRES) aus dem Enzephalomyokarditis-Virus kloniert, wodurch eine tricistro-
nische Transkriptionseinheit entstand (scfr-IRESC488-BAC); andererseits wurde das Transgen
vor den stpC/tip-Promotor als separate Transkriptionseinheit unter einem chima¨ren Promotor
inseriert (scfrULTC488-BAC), der aus Elementen des Enhancers und Promotors des Humanen
T-lymphotropen Virus (HTLV-1) und des Promotors fu¨r den Elongationsfaktor 1α (EF1α)
besteht [Abb. 4.1].
Abb. 4.2: Restriktionsfragmentla¨ngenpolymorphismus-Analyse von BAC- und Virus-DNA. Die Pfeil-
spitzen deuten auf die Unterschiede in den Bandenmustern hin. A Verdau der BAC-DNA mit SacI und
EcoRV. B Verdau der Virus-DNA mit EcoRV. Invertierte Darstellung der Grauwerte. bp: Basenpaare.
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Die erfolgreiche Rekombination der Transgen-Konstrukte in den WTfC488-BAC und die an-
schließende Deletion der Kanamycin-Resistenzkassette, die als Selektionsmarker diente, wurden
durch RFLP-Analyse u¨berpru¨ft. Dazu wurden die BAC-enthaltenden Bakterien vermehrt, die
Plasmid-DNA wurde daraus aufgereinigt und im Anschluss daran verdaut. Das Bandenmuster
wurde auf seine Vera¨nderungen hin u¨berpru¨ft [Abb. 4.2A]. Ein positiver Klon von jedem Kon-
strukt wurde ausgewa¨hlt. Durch Lipofectamin-Transfektion wurde die BAC-DNA in permissive
OMK-Zellen eingebracht und der Virusvektor wurde rekonstituiert. Auch dieser Schritt wurde
durch eine RFLP-Analyse verifiziert [Abb. 4.2B]. Die im Anschluss erstellten Replikations-
kinetiken der Viren u¨ber 6 d dienten dazu, ein eventuelles Replikationsdefizit aufzudecken. Die
beiden Virusvektoren mit dem inserierten cTCR zeigten jedoch das gleiche Replikationsver-
halten wie das Wildtypvirus (WTHVS) und das Wildtypvirus mit mini-F-Fragment (WTfrHVS)
[Abb. 4.3].
Abb. 4.3: Replikationsskinetiken der rekonstituierten Viren. Die Replikation der verschiedenen Viren
u¨ber 6 d zeigt das Wildtypvirus WTHVS, das Wildtypvirus mit mini-F-Fragment WTfrHVS, das Virus mit
tricistronischer Transkription scfr-IRESrHVS und das Virus mit separater Transkription scfrULTrHVS. dpi:
Tage nach der Infektion; PFU: Plaque-bildende Einheiten.
Aus Blutspenden (buffy coats) isolierte humane Lymphozyten verschiedener freiwilliger Per-
sonen (K10, K32) wurden mit MOI=3 mittels Spinokulation [Stevenson et al., 2000] mit
den Virusvektoren WTfrHVS, scfr-IRESrHVS und scfrULTrHVS transduziert und im Anschluss
kultiviert. Nach drei Monaten wurden die Effektor-T-Zellen auf die Expression ihre Ober-
fla¨chenmoleku¨le hin untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Antiko¨rpern gegen CD3, CD4 und CD8 markiert und im Durchflusscytometer vermessen. Da-
bei zeigten sich homogene Populationen von CD8+-CD3+-T-Lymphozyten [Abb. 4.4B, C].
Fu¨r ihre Verwendung in den Funktionalita¨tstests wurde zusa¨tzlich die humane Mammakar-
zinomzelllinie MDA-MB453 auf ihre ErbB2-Expression untersucht. Die Expression war sehr
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ausgepra¨gt und somit geeignet, als Ziel fu¨r den cTCR auf den T-Lymphozyten zu dienen [Abb.
4.4A].
Abb. 4.4: Expression von Zelloberfla¨chenmoleku¨len auf Effektor- und Zielzellen. A Die Zielzelle MDA-
MB453 wurden mit fluoreszierenden Antiko¨rpern gegen ErbB2 fu¨r 1 h im Dunkeln auf Eis markiert und im
Durchflusscytometer untersucht. Die Effektorzellen (K10/K32-WTfrHVS, K10/K32-scfr-IRESrHVS, K10/K32-
scfrULTrHVS) wurden mit fluoreszierendem Antiko¨rper gegen B CD3 und in Kombination mit C CD4 und
CD8 markiert und im Durchflusscytometer vermessen. APC: Allophycocyanin; K: T-Lymphozytenspender;
PE: Phycoerythrin.
4.1.2 Funktionelle Transgenexpression u¨ber zwo¨lf Monate
U¨ber einen Zeitraum von zwo¨lf Monaten wurde zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 6, 9 und 12 Monate
nach der Infektion (month post infection, mpi) die RNA- und Protein-Expression der cTCR
in den transduzierten T-Lymphozyten u¨berpru¨ft und eine funktionelle Analyse mit Hilfe des
BATDA-Cytotoxizita¨tstest durchgefu¨hrt.
Transkript-Analyse
Nach Isolierung der RNA mittels Trizol-Chloroform-Extraktion wurden die Transkript-Spiegel
des cTCR (704 bp), der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH; 581 bp)
als zellula¨re Kontrolle und von ORF75 (virale Phosphoribosylformylglycinamidin-Synthase,
vFGARAT; 356 bp) als virale Kontrolle untersucht [Abb. 4.5]. Alle T-Lymphozyten zeigten
unabha¨ngig vom Spender und vom transduzierten TCR-Konstrukt eine kontinuierliche Tran-
skription des cTCR u¨ber zwo¨lf Monate hinweg. Als Kontrolle dienten die T-Lymphozyten, die
mit dem WTfrHVS-Virus transduziert worden waren. Aus diesen Zellen wurden keine Banden
erhalten, wodurch gezeigt werden konnte, dass der Nachweis spezifisch fu¨r den cTCR ist. In
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den viralen Kontrollen zeigten sich teilweise unvollsta¨ndige DNase I-Verdaue, da auch in den
Proben ohne reverser Transkriptase Banden detektierbar waren. Dieses liegt vermutlich daran,
dass pro Zelle wesentlich mehr Kopien von ORF75 als von GAPDH vorliegen [vgl. Abschnitt
2.1].
Abb. 4.5: mRNA-Analysen des chima¨ren T-Zell-Rezeptors in den Effektor-T-Zellen wa¨hrend des
Langzeitexperiments. Dargestellt sind die Transkript-Spiegel von scfr, GAPDH und ORF75 aus den Kultu-
ren (K10 und K32), transduziert mit den verschiedenen Viren (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS und scfrULTrHVS) zu
den verschiedenen Zeitpunkten 1, 2, 3, 6, 9 und 12 mpi. Invertierte Darstellung der Grauwerte. bp: Basen-
paare; K: T-Lymphozytenspender; mpi: Monate nach Infektion; +: mit Zugabe von reverser Transkriptase,
-: ohne Zugabe von reverser Transkriptase.
Protein-Analyse
Im Westernblot konnte gezeigt werden, dass die Expression des cTCRs bei dem tricistro-
nischen Konstrukt (scfr-IRESrHVS) u¨ber einen Zeitraum von u¨ber zwo¨lf Monaten nachweisbar
ist. Dazu wurden Proteinlysate mit und ohne β-Mercaptoethanol hergestellt und mit SDS-
PAGE aufgetrennt. Durch die Zugabe von β-Mercaptoethanol werden die Disulfidbru¨cken
zwischen den Rezeptor-Ketten zu freien Thiolen reduziert und somit gespalten [Abb. 2.3,
Abb. 2.6]. Die detektierten Banden bei 130 kDa (ohne β-Mercaptoethanol) und 49 kDa (mit
β-Mercaptoethanol) stellen die CD3-ζ-Kette des cTCRs dar. Die Banden bei 32 kDa (ohne β-
Mercaptoethanol) und 16 kDa (mit β-Mercaptoethanol) zeigen das endogene CD3ζ [Abb. 4.6].
Diese Banden konnten in diesem Experiment zusa¨tzlich als Ladekontrolle angesehen werden.
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Abb. 4.6: Proteinanalysen des chima¨ren T-Zell-Rezeptors in den Effektor-T-Zellen wa¨hrend des
Langzeitexperiments. Dargestellt sind die Proteinmengen der endogenen und chima¨ren ζ-Kette in un-
abha¨ngigen Kulturen (K10 und K32), transduziert mit den verschiedenen Viren (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS
und scfrULTrHVS) zu den verschiedenen Zeitpunkten (1, 2, 3, 6, 9 und 12 mpi). K: T-Lymphozytenspender;
kDa: Kilodalton; mpi: Monate nach Infektion.
Die T-Lymphozyten mit dem separat transkribierten cTCR (scfrULTrHVS) zeigten zu kei-
nem Zeitpunkt eine detektierbare Proteinexpression. Wie bei der Analyse der mRNA-Spiegel
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dienten die T-Zellen, die mit dem WTfrHVS-Virus transduziert worden waren, als Kontrolle.
Immunfluoreszenz
Die folgende Immunfluoreszenz wurde mit T-Lymphozyten vom Spender K10 durchgefu¨hrt, die
mit dem tricistronischen Konstrukt (scfr-IRESrHVS) oder dem Wildtypvirus (WTfrHVS) trans-
duziert worden waren. Die Zellen wurden auf Deckgla¨schen fixiert, unspezifische Bindungs-
stellen wurden abgesa¨ttigt und die Zellen wurden mit den Prima¨r- und Sekunda¨r-Antiko¨rpern
behandelt [Abb. 4.7].
Abb. 4.7: Immunfluoreszenz zum Nachweis des chima¨ren T-Zell-Rezeptors auf den Effektor-T-
Zellen. T-Lymphozyten vom Spender K10 wurden auf Deckgla¨schen fixiert und mit Antiko¨rpern gegen
das myc-Epitop im cTCR und gegen die CD3γ-Kette (chima¨r und endogen) inkubiert. Fu¨r den Nachweis
mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden markierte Zweitantiko¨rper gegen die Prima¨rantiko¨rper verwendet.
AlexaFluor®488 richtete sich gegen den anti-myc-Antiko¨rper und weist somit das aus dem tricistronischen
Konstrukt exprimierte Protein auf den T-Zellen nach. AlexaFluor®568 weist die chima¨re und endogene
CD3γ-Kette nach. Der Zellkern wurde mit DAPI gegengefa¨rbt.
Als Prima¨r-Antiko¨rper dienten der Hybridomu¨berstand 9E10 dem Nachweis des myc-Epitops
im cTCR und ein Antiko¨rper gegen CD3γ, der die endogenen CD3-Komplexe nachweist. Der
Hybridomu¨berstand ist murinen Ursprungs und der CD3γ-Antiko¨rper aus dem Kaninchen.
Die Sekunda¨r-Antiko¨rper waren mit den Fluoreszenzfarbstoffen AlexaFluor®488 (myc-Epitop)
bzw. AlexaFluor®568 (CD3γ) gekoppelt. Der Zellkern wurde mit DAPI gegengefa¨rbt. Die Ex-
pression des myc-Epitops und somit die Existenz des cTCR konnte eindeutig nachgewiesen
werden. Durch die U¨bereinanderlagerung der Fluoreszenzen konnte die Kolokalisation von
64
4 Ergebnisse
CD3γ und dem myc-Epitop des cTCRs auf der Oberfla¨che der Zellen gezeigt werden.
Cytotoxizita¨t
Die Funktionalita¨t des cTCRs gegen ErbB2 wurde im Langzeitversuch durch den BATDA-
Cytotoxizita¨tstest nachgewiesen. Dazu wurde die ErbB2-positive Tumorzelllinie MDA-MB453
mit dem Chelator BATDA markierten und in verschiedenen Mischungsverha¨ltnissen (1:40;
1:20; 1:10; 1:5; 1:1,25) mit den verschiedenen T-Lymphozyten (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS und
scfrULTrHVS) inkubiert. Wie es durch die Ergebnisse aus den Proteinexpressionsanalysen zu
erwarten war, ergaben die Versuche mit den scfrULTrHVS-transduzierten Zellen, keine spezifi-
sche Lyse. Diese Werte fu¨r die spezifische Lyse waren mit den Ergebnissen der Zellen mit dem
WTfrHVS-Kontrollvektor vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
Im Weiteren werden somit nur die Ergebnisse dargestellt, die mit dem tricistronischen Kon-
strukt (scfr-IRESrHVS) in den T-Lymphozyten erzielt wurden. Die Ergebnisse der Zellen mit
diesem Virusvektor wiesen kontinuierlich u¨ber den Zeitraum von zwo¨lf Monaten eine spezifi-
sche Lyse der Tumorzellen auf [Abb. 4.8]. Zu Beginn der zwo¨lf Monate wurde auch mit den
WTfrHVS-T-Zellen eine Lyse von 97 % ±32 % (K32, 1 mpi) erreicht. Die Werte fielen aber ab,
bis sie nach zwo¨lf Monaten Werte von 29 % ± 2 % erreichen (K32, 12 mpi). Nach dem zweiten
Monat, wenn die Transformation der Zellen abgeschlossen und eine homogene Zellpopulation
erreicht worden war, erzeugten die T-Lymphozyten mit dem scfr-IRESrHVS eine spezifische
Lyse zwischen 56 % (±9 %) (K32, 2 mpi) und 96 % (±11 %) (K10, 3 mpi).
Tab. 4.1: Zweiseitiger T-Test. Der T-Test wurde aus den Werten des BATDA-Tests errechnet. Als Grund-
lage dienten die 20:1 Effektor-T-Zell:Zielzell-Ergebnisse von WTfrHVS und scfr-IRESrHVS.
Spender Zeitpunkt p-Wert Spender Zeitpunkt p-Wert
K10 1 mpi 0,1200 K32 1 mpi 0,3293
2 mpi 0,0008 2 mpi 0,0075
3 mpi 0,0120 3 mpi 0,0502
6 mpi 0,0517 6 mpi 0,0007
9 mpi 0,0166 9 mpi 0,0010
12 mpi 0,0022 12 mpi 0,0000
Die Daten wurden zusa¨tzlich u¨ber einen zweiseitigen T-Test ausgewertet, der belegt, dass
die statistische Signifikanz der gewonnenen Werte von WTfrHVS und scfr-IRESrHVS u¨ber den
Zeitraum zunimmt und der Hintergrund der mit WTfrHVS-transduzierten Zellen somit immer
weiter abnahm [Tab. 4.1].
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Abb. 4.8: Cytotoxizita¨tstest mit dem BATDA-Reagenz im Langzeitversuch u¨ber zwo¨lf Monate.
Dargestellt sind die Ergebnisse zu den Zeitpunkten 1, 2, 3, 6, 9 und 12 Monate nach der Infektion (mpi)
der T-Lymphozyten. Die Tumorzelllinie MDA-MB453 wurde mit BATDA markiert, fu¨r 2 h mit Effektor-
T-Zellen inkubiert und das austretende TDA durch Europiumionen nachgewiesen. E: Effektor-T-Zellen; K:
T-Lymphozytenspender; Z: Zielzellen; schwarze Werte: scfr-IRESrHVS; hellgraue Werte: WTfrHVS.
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Die Inhibition der spezifischen Lyse durch das Antibiotikum Concanamycin A (CMA) blockiert
den Perforin-abha¨ngigen Weg der Zelllyse. CMA wurde vor der Zugabe der Zielzellen zu den
Effektorzellen gegeben. Die Ergebnisse zeigen eine effektive Hemmung nach Zugabe von CMA
von mindestens 53 % (K32, 2 mpi) [Abb. 4.9].
Abb. 4.9: Inhibition der Cytotoxizita¨t durch Concanamycin A. Dargestellt sind die prozentualen Werte
der spezifischen Lyse der 10:1 Effektor:Zielzell-Ergebnisse ohne (-) und mit (+) Zugabe von Concanamycin
A u¨ber einen Zeitraum von zwo¨lf Monaten. mpi: Monate nach Infektion.
Der Versuch, die spezifische Lyse durch den humanen monoklonalen Antiko¨rper Trastuzumab
(Herceptin®) zu blockieren, gelang nicht (Daten nicht gezeigt). Trastuzumab wird als Arznei-
stoff erfolgreich in der Therapie gegen Mammakarzinome eingesetzt. Der Antiko¨rper bindet
an den ErbB2-Rezeptor und hemmt dadurch das Wachstum der Tumorzellen. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass der cTCR und Trastuzumab gegen verschiedene Bereiche des ErbB2-
Rezeptors wirken.
4.1.3 Zielzellspektrum fu¨r die Lyse durch den cTCR
Nach Abschluss der Langzeitexperimente wurden weitere Tumorzellen daraufhin untersucht,
ob diese sich auch durch cTCR-transduzierte T-Lymphozyten lysieren lassen. Dazu wurde
zuna¨chst die Literatur nach bekannten ErbB2-positive Tumorzellen durchsucht. Zusa¨tzlich wur-
den prima¨re Tumorzellkulturen (ZG) und Subpopulationen prima¨rer Tumorzellen (KL) aus der
Frauenklinik in Kiel zur Verfu¨gung gestellt. Die Subpopulationen sind adha¨rent und entstan-
den wa¨hrend der Prima¨rkultur von Aszites bei Ovarialkarzinom. Diese Kulturen vera¨nderten
sich nach einiger Zeit, so dass eine adha¨rente und eine Suspensionspopulation entstanden.
Zusa¨tzlich wurden unvera¨nderte murine Zellen (NIH3T3, Renca) und murine Zellen kultiviert,
die stabil mit einem ErbB2-tragendem Konstrukt transfiziert worden waren (NIH3T3-ErbB2).
Die verschiedenen Zellen wurden auf ihre humane ErbB2-Rezeptor-Expression im Durchfluss-
cytometer untersucht [Abb. 4.10].
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Abb. 4.10: Analyse der ErbB2-Expression weiterer Tumorzellen. Verschiedene humane Zelllinien,
prima¨re humane Zellkulturen, Subpopulationen von humanen Zelllinien und transfizierte murine Zelllinien
wurden auf ihre ErbB2-Expression im Durchflusscytometer untersucht. PE: Phycoerythrin
Dabei stellte sich wie erwartet heraus, dass nur die Tumorzelllinie MDA-MB468 und die nicht
transfizierten murinen Zellen kein ErbB2-Rezeptor exprimierten. MDA-MB468 wurde in den
weiteren Versuchen als Negativkontrolle verwendet. Die getesteten Zellen wurden in einem
zweiten Schritt auf ihre Fa¨higkeit hin untersucht, sich durch den Chelator BATDA markie-
ren zu lassen [Abb. 4.11]. Diese Eigenschaft ist entscheidend, damit die spezifische Lyse der
Tumorzellen im BATDA-Cytotoxizita¨tstest mit T-Lymphozyten von zwei verschiedenen Spen-
dern (K10, K32) mit und ohne cTCR (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) bestimmt werden kann. Nach
chemischer Zelllyse zeigten die Ergebnisse, dass diese Zellen den Chelator unterschiedlich gut
u¨ber ihre Zellmembran aufnehmen ko¨nnen. Jede Zelllinie konnte aber ausreichend fu¨r den Cy-
totoxizita¨tstest markiert werden.
Zur Verdeutlichung der unterschiedliche Sta¨rke der ErbB2-Expression der einzelnen Tumorzel-
len wurde eine Auswahl an Proteinlysaten im Westernblot untersucht [Abb. 4.12]. Dabei konnte
besta¨tigt werden, dass die Tumorzelllinie MDA-MB468 keine ErbB2-Expression aufwies, wohin-
gegen die Zelllinie SKOV3 aus dem Aszites eines Ovarialtumors die sta¨rkste ErbB2-Expression
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Abb. 4.11: Analyse der BATDA-Aufnahme der Tumorzellen. Die verschiedenen Tumorzellen wurden
auf ihre Fa¨higkeit hin untersucht, sich durch den Chelator BATDA markieren zu lassen und dieses nach
einer chemischen Zelllyse wieder freizusetzen. KL: Subpopulationen von prima¨ren Zellkulturen; RFU: relative
Fluoreszenzeinheit; ZG: prima¨re Zellkultur.
zeigte. Bei der untersuchten prima¨ren Tumorzellkultur ZG17 zeigte sich eine sehr schwache
Bande, die erst nach verla¨ngerter Belichtungszeit sichtbar wurde. Die u¨brigen verwendeten Tu-
morzellen (MDA-MB453, T47D, KL1, KL2, KL5, KL6) zeigten eine mittlere Expressionssta¨rke.
Die Ergebnisse der Proteinanalyse unterstu¨tzen somit jene im Durchflusscytometer gewonnen
Werte [Abb. 4.10].
Abb. 4.12: Proteinanalyse der Tumorzellen. Die Analyse der ErbB2-Expression erfolgte im Westernblot.
Da die Expression auf der prima¨ren Tumorzellkultur ZG17 sehr gering ist, wurde die Belichtungszeit um das
4-fache verla¨ngert (120 s). kDa: Kilodalton; KL: Subpopulationen von prima¨ren Zellkulturen; ZG: prima¨re
Zellkulturen.
Im Anschluss an den Westernblot wurde der BATDA-Cytotoxizita¨tstest durchgefu¨hrt. Die un-
terschiedlichen Tumorzellen (Zelllinien, prima¨re Zellkulturen, Subpopulationen von prima¨ren
Zellkulturen) konnten durch die zugegebenen T-Lymphozyten mit cTCR spezifisch lysiert
werden. Zwischen den Tumorzelllinien und den prima¨ren Tumorzellen war kein Unterschied
erkennbar [Abb. 4.13]. Die ErbB2-negative Zelllinie MDA-MB468 zeigte bei Zugabe der T-
Lymphozyten mit dem cTCR oder den WTfrHVS-T-Zellen eine a¨hnlich starke Hintergrund-
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Lyse (K10: 12 % zu 28 %; K32: 33 % zu 35 %). Außerdem waren die prozentualen Werte der
spezifischen Lyse mit den scfr-IRESrHVS-T-Zellen hier niedriger als mit den WTfrHVS-Zellen.
Daraus folgt, dass sich viele unterschiedliche Tumorzell-Typen aufgrund des auf ihrer Zell-
oberfla¨che exprimierten ErbB2-Moleku¨ls durch die transduzierten T-Zellen spezifisch abto¨ten
lassen. Die murinen Zelllinien, ob unvera¨ndert oder stabil transfiziert, zeigten nach mehrma-
ligen Versuchen ein uneinheitliches Bild (Daten nicht gezeigt), weshalb sie in den folgenden
Versuchen keine Verwendung erfuhren.
Abb. 4.13: Cytotoxizita¨tstest der unterschiedlichen Tumorzellen mit dem BATDA-Reagenz. Dar-
gestellt sind die Ergebnisse von drei humanen Tumorzelllinien, vier Subpopulationen prima¨rer Zellkulturen
(KL) und einer prima¨ren Zellkultur (ZG) im BATDA-Cytotoxizita¨tstest. Als Effektor-T-Zellen (WTfrHVS, scfr-
IRESrHVS) dienten die transduzierten T-Lymphozyten von zwei Spendern (K10, K32). E: Effektor-T-Zellen;
KL: Subpopulationen von prima¨ren Zellkulturen; Z: Zielzellen; ZG: prima¨re Zellkultur; oberer Graph: K10;
unterer Graph: K32; schwarze Werte: scfr-IRESrHVS; hellgraue Werte: WTfrHVS.
Zur Besta¨tigung der Ergebnisse aus dem BADTA-Test wurden die Effektor- und Zielzellen in
weiteren Cytotoxizita¨tstests verwendet. Der Laktatdehydrogenase-(LDH)-Test bestimmt die
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Abb. 4.14: Laktatdehydrogenase-Test. Die Tumorzellen wurden fu¨r 6 h mit definierter Menge an trandu-
zierten T-Lymphozyten (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) von zwei verschiedenen Spendern (K10, K32) inkubiert.
Im Anschluss daran wurde die ausgetretene Menge an LDH nachgewiesen. E: Effektor-T-Zellen; Z: Zielzellen;
oberer Graph: K10; unterer Graph: K32; schwarze Werte: scfr-IRESrHVS; hellgraue Werte: WTfrHVS.
Aktivita¨t der cytoplasmatischen LDH, die aus den lysierten Zellen austritt. Auch hier wurden
unterschiedliche Verha¨ltnisse von Effektor- zu Zielzellen gewa¨hlt, so dass ein mo¨glichst aus-
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sagekra¨ftiges Ergebnisse erreicht werden konnte (10:1; 5:1; 2,5:1; 1,25:1). Damit vergleichbare
Ergebnisse erhalten werden konnten, wurden Effektorzellen aus denselben Spendern K10 und
K32 wie fu¨r den BATDA-Cytotoxizita¨tstest verwendet. Die Zellen befanden sich zum Zeit-
punkt der Versuche schon seit u¨ber zwo¨lf Monaten in dem transformierten Zustand. Auch im
LDH-Test zeigte sich eindeutig eine spezifische Lyse der Tumorzellen [Abb. 4.14].
Abb. 4.15: Calcein-Test. Die Tumorzelllinie MDA-MB453 wurde mit dem Acetoxymethylester von Calcein
markiert, mit Effektor-T-Zellen (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) in einem Verha¨ltnis von 20:1 fu¨r 3 h im Inkubator
des Live-cell-imaging -Fluoreszenzmikroskops betrachtet. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der Fluoreszenz-
abnahme in 10x- und 40x-Vergro¨ßerung.
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Je gro¨ßer die Anzahl der T-Lymphozyten wurde, desto mehr LDH konnte im U¨berstand nachge-
wiesen werden. Die ErbB2-negative Tumorzelllinie MDA-MB468 zeigte dagegen keine erho¨hte
Freisetzung von LDH nach Zugabe der T-Zellen mit cTCR.
Zur Visualisierung der spezifischen Cytotoxizita¨t unter dem Mikroskop wurde der Acetoxyme-
thylester (AM) von Calcein verwendet. In der Zellbiologie dient Calcein-AM auch zur Kontrolle
der Zellviabilita¨t. Hier wurde die Tumorzelllinie MDA-MB453 mit Calcein-AM markiert und
fu¨r 3 h in einem Live-cell-imaging-Ansatz in Anwesenheit der T-Lymphozyten inkubiert (E:Z
= 20:1). Die Abnahme der Fluoreszenz durch Tumorzelllyse war deutlich zu sehen [Abb. 4.15].
In der 40x-fachen Vergro¨ßerung waren die Tumorzellen, die mit den scfr-IRESrHVS-T-Zellen
inkubiert wurden, nach 1,75 h kaum noch zu erkennen. In der 10x-fachen Vergro¨ßerung waren
nach 3 h nur noch vereinzelt gru¨n leuchtende Zellen zu sehen. Die Fluoreszenzsta¨rke nahm in
der Vergleichsprobe mit den WTfrHVS-T-Lymphozyten deutlich schwa¨cher ab, was die Spezi-
fita¨t des Tests unterstreicht.
Abb. 4.16: Test zur Bestimmung der Granulafreisetzung. Die verschiedenen Tumorzellen wurden mit
T-Lymphozyten (WTfrHVS, scfr-IRESrHVS) von zwei verschiedenen Spendern (K10, K32) fu¨r 3 h inku-
biert. Das austretende Granzym B wurde u¨ber eine gekoppelte enzymatische Reaktion nachgewiesen. K:
T-Lymphozytenspender; KL: Subpopulationen von prima¨ren Zellkulturen; ZG: prima¨re Zellkultur; weiße Bal-
ken: T-Lymphozyten mit WTfrHVS; schwarze Balken: T-Lymphozyten mit scfr-IRESrHVS.
Mit der Bestimmung der Granulafreisetzung der T-Lymphozyten wurde die Freisetzung des
Granzym B aus den cTCR-tragenden T-Zellen nach Kontakt mit dem ErbB2 der Tumorzellen
untersucht. Dazu wurde ein Thiobenzylester zugegeben, der durch das aus den Granula der
T-Zellen durch Exocytose freigesetzte Granzym B umgesetzt wird. Die entstehenden Thiol-
gruppen ko¨nnen quantitativ durch das Ellman-Reagenz nachgewiesen werden. Die Ergebnisse
zeigten, dass die Granula-Freisetzung bei den cTCR-exprimierenden T-Lymphozyten im Ver-
gleich zu den WTfrHVS-T-Zellen erho¨ht war. Bei KL1 nahm die Granulafreisetzung bis auf das
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6,5-fache des Hintergrundwertes zu [Abb. 4.16].
Somit konnte durch mehrere unabha¨ngige Testsysteme eindeutig gezeigt werden, dass mit
cTCR-exprimierenden T-Lymphozyten eine spezifische Lyse von ErbB2-positiven Tumorzellen
konstant u¨ber lange Zeitra¨ume erreicht werden kann.
4.1.4 Vergleich von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten in der spezifischen
Tumorzelllyse
Die vorangegangenen Versuche zeigten konsistent eine leichte Hintergrundlyse bei Verwendung
der WTfrHVS–transduzierten T-Lymphozyten. Daher sollte versucht werden, diese Lyse durch
die Generierung transduzierter CD4+-T-Zellen zu minimieren. Dazu wurden T-Lymphozyten
erneut mit WTfrHVS und scfr-IRESrHVS transduziert.
Abb. 4.17: U¨berpru¨fung der magnetischen Sortierung der T-Lymphozyten. Dargestellt ist die Analyse
der T-Lymphozyten im Durchflusscytometer. Die Zellen wurden 2, 3 und 4 Monate nach der Transduktion
(mpi) mit fluoreszierenden Antiko¨rpern gegen CD3, CD4 und CD8 markiert und vermessen. Die magnetische
Sortierung erfolgte 1 und 3 mpi. APC: Allophycocyanin; PE: Phycoerythrin.
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Abb. 4.18: Vergleich von CD4+- und CD8+-T-Lymphozyten. A Durchflusscytometrie der beiden T-
Lymphozytenpopulationen auf ihre CD3-, CD4- und CD8-Oberfla¨chenexpression. B RNA- und Proteinanalyse
der T-Zell-Populationen. Die cDNA wurde auf scfr, GAPDH und ORF75 hin untersucht. Im Westernblot
wurde die CD3ζ-Kette nachgewiesen. C BATDA-Cytotoxizita¨tstest mit den Tumorzelllinien MDA-MB453,
MDA-MB468, SKOV3, KL5 und ZG17. APC: Allophycocyanin; E: Effektor-T-Zellen; kDa: Kilodalton; PE:




Da CD4+-T-Zellen einen vergleichsweise geringen IL-2-Bedarf haben, wurden diese Zellen
in Medium mit 1/10 der Menge an IL-2 (5 U/ml) kultiviert und ein und drei Monate
nach der Transduktion unter Verwendung an Magnetpartikel gekoppelter Antiko¨rper sor-
tiert. Die verwendeten Biotin-markierten Antiko¨rper richteten sich gegen die spezifischen
Oberfla¨chenmoleku¨le CD8 (cytotoxische T-Lymphozyten), CD14 (Monozyten und Makropha-
gen), CD16 (Phagozyten), CD19 (B-Lympohozyten), CD36 (Monozyten), CD123 (pluripotente
Vorla¨uferzellen), TCRγ/δ(T-Lymphozyten) und Glycophorin A (humane Erythrozyten). So-
wohl die reine Population an CD4+- als auch die abgetrennte Population an CD8+-T-Zellen
wurde anschließend weiter kultiviert. Nach zwei, drei und vier Monaten wurde die Effizienz der
Sortierung im Durchflusscytometer u¨berpru¨ft [Abb. 4.17]. Bei der letzten Messung nach vier
Monaten zeigte sich eine homogene CD4+- bzw. CD8+-T-Zell-Population.
Die T-Lymphozyten-Populationen wurden ebenfalls einer RNA- und Proteinanalyse unterzo-
gen. Nachdem sowohl die mRNA des cTCRs als auch die Proteinexpression besta¨tigt werden
konnten, wurden fu¨nf Tumorzelllinien (MDA-MB453, MDA-MB468, SKOV3, KL5 und ZG17)
ausgewa¨hlt und im BATDA-Cytotoxizita¨tstest miteinander verglichen [Abb. 4.18]. Die Popula-
tion der CD8+-T-Lymphozyten zeigte erneut die in Abb. 4.8 und Abb. 4.13 bereits dargestell-
ten Ergebnisse, die CD4+-T-Zellen zeigten dagegen nur eine verminderte Hintergrundlyse, bei
gleichzeitig drastisch verringerter Induktion der spezifischen Lyse. Entsprechend sind cTCR-
transduzierte CD4+-T-Zellen fu¨r die spezifische Lyse von Tumorzellen offenbar nicht geeignet.
4.2 Tumorspezifische Transgenexpression durch regulatorische
Elemente des Alpha-Fetoproteins
Das Ziel dieses Projektes war die Etablierung eines viralen Vektors, der durch die Wahl des
Promotors nur eine Zell-spezifische Fremdgenexpression ermo¨glicht. Als Basis fu¨r die gewebs-
spezifische Transgenexpression diente die regulatorische Kassette des Alpha-Fetoprotein-Gens
(AFP), die in den Leberzellen eines Erwachsenen die Expression des AFP nur dann ermo¨glicht,
wenn diese in eine Tumorzelle transformiert ist [Tatarinov, 1964].
Als Ausgangskonstrukt dienten verschiedene BACs mit Tet-regulierten Transgenen (eGFP,
tBid und reverse Caspase 3) in ORF75 und mit einer Deletion der Onkogene fu¨r StpC und
Tip (∆ORF1 ) [Toptan, 2010b].
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Abb. 4.19: Rekombinante WTfC488-BAC mit regulatorischer Kassette des Alpha-Fetoprotein-
Gens in einem Tet-regulierten Konstrukt. Dargestellt ist die Insertion der regulatorischen
Kassette des AFP-Gens anstelle des PGK-Promotors in die schon vorhandene Tet-regulatorische
Einheit (ORF75) verschiedener HVS-BACs, die eine ORF1 -Deletion (∆ORF1) aufweisen. BACs:
WTfC488-BAC: Wildtyp-BAC mit mini-F-Fragment; hCGF∆1C488-BAC/hCCF∆1C488-BAC/hCBF∆1C488-BAC:
BAC nur mit dem hCMV-Promotor in direkter Orientierung mit eGFP/reverse Caspa-
se3/ tBid als Transgen; MGF∆1C488-BAC/MCF∆1C488-BAC/MBF∆1C488-BAC: BAC mit dem
MMTV-Promotor in direkter Orientierung mit eGFP/reverse Caspase3/tBid als Transgen;
AhCG(F/R)∆1C488-BAC/AhCC(F/R)∆1C488-BAC/AhCB(F/R)∆1C488-BAC: BAC mit der AFP-Kassette
und dem hCMV-Promotor in direkter/reverser Orientierung mit eGFP/reverse Caspase3/tBid als Transgen;
AMG(F/R)∆1C488-BAC/AMC(F/R)∆1C488-BAC/AMB(F/R)∆1C488-BAC: BAC mit der AFP-Kassette und
dem MMTV-Promotor in direkter/reverser Orientierung mit eGFP/reverse Caspase3/tBid als Transgen;
C75: C-Terminus von ORF75 ; cHS4 Insulator: Hu¨hner-β-Globin-Isolator; eGFP/G: versta¨rktes gru¨n
fluoreszierendes Protein; hCMV Promotor/hC: humaner Cytomegalovirus-Promotor; HR1: Homologe
Region 1; HR2: Homologe Region 2; KanaR: Kanamycin-Resistenzkassette; MMTV Promotor/M: Maus-
Mammatumorvirus-Promotor; N75: N-Terminus von ORF75 ; ORF: offener Leserahmen; PGK Promotor:
Phosphoglyceratkinase-Promotor; PGK Terminator: Phosphoglyceratkinase-Terminator; Polio IRES: interne
ribosomale Eintrittsstelle des Poliovirus; polyA: polyA-Sequenz; rtTA: reverser Tet-abha¨ngiger Transakti-




Die BACs mit eGFP als fluoreszierendem Transgen wurden soweit vera¨ndert, dass die regula-
torische Kassette des AFP-Promotors inklusive Silencer und Enhancer vor die Expressionskas-
sette fu¨r die Tet-Schalter-Proteine rekombiniert wurde. Diese Arbeiten wurden in der von mir
experimentell betreuten Diplomarbeit von Bjo¨rn Bra¨ndl beschrieben. Die Rekonstitution der
Viren wurde fu¨r die vorliegenden Ergebnisse erneut durchgefu¨hrt, da wa¨hrend der Diplomarbeit
nur unzureichende Titer erzielt werden konnten. Die BACs mit den apoptotischen Genen fu¨r
tBid und reverse Caspase 3 wurden fu¨r diese Arbeit rekombiniert und zu Viren rekonstituiert.
4.2.1 Virusvektoren mit der regulatorischen Kassette des AFP-Gens
Nach Klonierung der regulatorischen Kassette des AFP-Gens mit einer Kanamycin-Resistenz
in einen Transfervektor wurde die Kassette nach einem I-CeuI-Verdau mittels En passant-
Mutagenese in die vorhandenen BACs eingefu¨gt [Abb. 4.19].
Abb. 4.20: Restriktionsfragmentla¨ngenpolymorphismus-Analyse von BAC- und Virus-DNA. Die Pfeil-
spitzen deuten auf die Unterschiede in den Bandenmustern. A und C Verdau der BAC-DNA mit NcoI und
NheI. B und D Verdau der Virus-DNA mit NheI. Invertierte Darstellung der Grauwerte. bp: Basenpaare.
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Nach der zweiten Rekombination, durch die der positive Kanamycin-Marker restlos entfernt
wurde, wurden die fertig gestellten BACs mittels RFLP-Analyse u¨berpru¨ft. Nach Auftrennung
im Agarosegel zeigten sich die erwarteten Unterschiede im Bandenmuster [Abb. 4.20A, C].
Nach der Virusrekonstitution in permissiven OMK-Zellen wurde die virale DNA aufgereinigt,
mit Restriktionsenzymen verdaut und im Agarosegel aufgetrennt. Nach der Rekonstitution er-
gaben sich die gleichen Bandenmuster wie beim vorherigen BAC-Verdau [Abb. 4.20B, D].
Von den rekonstituierten Virusvektoren wurden Replikationskinetiken aufgenommen [Abb.
4.21]. Dabei ergaben sich fu¨r alle neu erstellten Vektoren Replikationskurven, die mit denjenigen
des Wildtypvirus WTHVS und des Wildtypvirus mit mini-F-Fragment WTfrHVS vergleichbar
waren. Daraus la¨sst sich schließen, dass die Transgen-Insertion mit einem Gesamtumfang von
fast 11.000 bp bei zusa¨tzlicher Deletion der Onkogene StpC und Tip die Replikation nicht
beeinflusst.
Abb. 4.21: Replikationskinetiken der rekonstituierten Viren. A Dargestellt sind das Wildtypvirus WTHVS,
das Wildtypvirus mit mini-F-Fragment WTfrHVS und die verschiedenen Viren mit gru¨nfluoreszierendem Pro-
tein als Transgen. B Dargestellt sind die Viren mit tBid oder der reversen Caspase 3 als Transgen. PFU:
Plaque-bildende Einheiten; dpi: Tage nach der Infektion.
4.2.2 AFP-Produktion in den Tumorzellen
Zeitgleich zur Konstruktion und Rekonstitution der rekombinanten Viren wurden Hepatomzel-
len auf ihre AFP-Expression hin untersucht. Dazu wurde die RNA der verschiedenen Zelllinien




Abb. 4.22: RT-PCR, Westernblot und elektrochemischer Lumineszenz-Immuntest als AFP-
Nachweis. A Reverse-Transkriptase-PCR auf AFP und GAPDH der verschiedenen Zelllinien. Die Spuren
zeigen die Ergebnisse mit (+) und ohne (-) Zugabe von reverser Transkriptase. Invertierte Darstellung der
Grauwerte. bp: Basenpaare. B Westernblot mit Antiko¨rpern gegen AFP und β-Aktin. kDa: Kilodalton. C
AFP-Konzentrationen in den U¨bersta¨nden der verschiedenen Zelllinien.
Das Ergebnis zeigte, dass drei (Huh7, Huh7.5 und HepG2) von sieben Zelllinien das AFP-Gen
transkribierten [Abb. 4.22A]. Die restlichen Zellinien (Hep3B, SK-Hep1, HuccT1 und AKN1)
zeigten keine Bande im Agarosegel. Als zellula¨re Kontrolle wurden GAPDH-Transkripte un-
tersucht. Diese Ergebnisse ließen sich durch die Analyse der AFP-Proteinmengen mittels
Westernblot in den Zellen besta¨tigen. Dabei diente β-Aktin als Ladekontrolle [Abb. 4.22B].
Der quantitative AFP-Nachweis mittels elektrochemischem Lumineszenz-Immuntest aus dem
Kulturu¨berstand der Hepatomzellen erfolgte im Institut fu¨r Klinische Chemie des Univer-
sita¨tsklinikums Schleswig-Holstein (Dr. Sieg). Die nachgewiesenen AFP-Mengen waren in den
U¨bersta¨nden der drei positiven Zelllinien vergleichbar. In den AFP-negativen Zellen oder im
Referenzmedium war AFP auch hier nicht nachweisbar [Abb. 4.22C].
4.2.3 Zelltyp-spezifisch induzierbares eGFP
Nach der Rekonstitution und Titration der Virusvektoren wurden zuerst Versuche mit eGFP als
Transgen durchgefu¨hrt, damit die optimalen Versuchsbedingungen fu¨r die Untersuchung pro-
apoptotischer Gene definiert werden konnten. Dazu wurden alle sieben Hepatomzelllinien mit
MOI=1 der verschiedenen Vektoren durch Spinokulation [Stevenson et al., 2000] transduziert,
die eGFP-Expression mit Dox induziert und der prozentuale Anteil an eGFP-produzierenden
Zellen nach 2 d bzw. einer Woche im Durchflusscytometer gemessen [Abb. 4.23].
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Abb. 4.23: Prozentualer Anteil an eGFP-produzierenden Hepatomzellen. Die Messung im Durchfluss-
cytometer erfolgte A 2 d oder B eine Woche nach der Transduktion. Die weiße Kurve und der erste Wert
sind die Ergebnisse ohne Dox-Zugabe, die schwarze Kurve und der zweite Wert mit Dox-Zugabe.
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Kontroll-Virusvektoren ohne AFP-Regulation: hCGF∆1rHVS
Nach Transduktion mit dem Ausgangsvektor ohne AFP-regulatorische Kassette (hCGF∆1rHVS)
war die Anzahl der eGFP exprimierenden Zellen bei den meisten Zelllinien (Huh7, Huh7.5,
SK-Hep1, HuccT1 und AKN1) eine Woche nach der Transfektion ho¨her als nach 2 d. Deshalb
wurde dieser Zeitpunkt fu¨r die Versuche mit den Viren gewa¨hlt, die proapoptotische Gene
tragen. Nach Zugabe von Dox konnte eine eGFP-Expression in jeder Zelllinie nachgewiesen
werden. Somit war es mo¨glich, Unterschiede in der Anzahl der fluoreszierenden Zellen nach-
zuweisen, die mit den Virusvektoren transduziert worden waren, welche die regulatorische
AFP-Kassette enthalten. Ohne Dox-Zugabe war eine schwache eGFP-Expression in allen Zel-
len vorhanden. Besonders stark war diese Hintergrundexpression (leakiness) bei der Zelllinie
Hep3B 2 d nach der Infektion (34,8 %). Die Anzahl der leuchtenden Zellen sank nach einer
Woche jedoch wieder auf 5,2 %. Die meisten Zelllinien zeigten eine Hintergrundexpression von
1,4 - 7,9 %.
Virusvektoren mit AFP-Regulation: AhCG(F/R)∆1rHVS und AMG(F/R)∆1rHVS
Auch nach Transduktion mit AFP-regulierten Virusvektoren zeigten eine Woche nach der
Transduktion deutlich mehr Zellen eine eGFP-Expression [Abb. 4.23]. Bei den AFP-positiven
Zelltypen exprimierten jedoch durchgehend weniger Zellen eGFP als bei den Kulturen, die mit
dem Ausgangsvirus hCGF∆1rHVS transduziert worden waren. Diese Anzahl fluoreszierender
Zellen war auf bis zu 8,3 % reduziert. Jedoch zeigte sich, dass bei den AFP-negativen Zelllini-
en im Vergleich zu den Ergebnissen mit dem Virus hCGF∆1rHVS keine oder nur sehr wenige
Zellen eine eGFP-Expression aufwiesen. Somit konnte die Zelltyp-spezifische Regulation u¨ber
die AFP-regulatorische Kassette nachgewiesen werden. Auch wenn die besonders hohe Expres-
sionssta¨rke durch den konstitutiv aktiven Cytomegalovirus-Promotor nicht erreicht werden
konnte, erwies sich die Transgenexpression durch die AFP-regulierten Vektoren als streng
abha¨ngig von der AFP-Expression.
Fluoreszenzmikroskopie
Zur Visualisierung wurden die Zelllinien mit den verschiedenen Virusvektoren transduziert und
nach einer Woche im Fluoreszenzmikroskop untersucht [Abb. 4.24]. Die Ergebnisse deckten
sich weitestgehend mit den im Durchflusscytometer gewonnenen Daten. Allerdings zeigte unter
dem Mikroskop Huh7 und nicht Huh7.5 die sta¨rkste Expression. Zudem war die Expression
in der Zelllinie HuccT1 sta¨rker, als es die vorherigen Daten vermuten ließen. Insgesamt war
die eGFP-Expression unter AFP-Kontrolle des Tet-Schalters in AFP-negativen Zellen strikt
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abgeschaltet und lies sich nur Zelltyp-spezifisch induzieren.
Abb. 4.24: Fluoreszenzmikroskopie der eGFP-produzierenden Hepatomzellen. Die verschiedenen
Hepatomzelllinien (AKN1, HepG2, Hep3B, HuccT1, Huh7, Huh7.5, SK-Hep1) wurden mit den eGFP-
trangenden Virusvektoren transduziert und mit Dox induziert. Nach einer Woche erfolgte die Auswertung
unter dem Fluoreszenzmikroskop. Der linke Teil eines jeden Bildes zeigt die Fluoreszenzaufnahme der rechte
Teil die dazugeho¨rige Durchlichtaufnahme. Die Bilder sind von Zellen mit (+Dox) und ohne (-Dox) Zugabe
von Dox.
4.2.4 Versuche zur Induzierbarkeit der Apoptose in Hepatomzellen
Nach Ermittlung der Transduktionsparameter mit Hilfe von eGFP als Transgen wurden die
gewonnen Daten auf die Virusvektoren mit den proapoptotischen Transgenen u¨bertragen. Ex-
emplarisch wurden drei Zelllinien ausgewa¨hlt: Huh7.5 (AFP-positiv), Hep3B und SK-Hep1
(beide AFP-negativ).
Darstellung der PARP-Spaltung mittels Westernblot
Eine Woche nach Transduktion mittels Spinokulation [Stevenson et al., 2000] der Zelllinien
Huh7.5, Hep3B und SK-Hep1 mit den Virusvektoren, die proapoptotische Transgene tragen,
wurde jeweils die Ha¨lfte der Zellen fu¨r 6 h mit oder ohne Dox kultiviert. Die Lysate wurden
in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Westernblot auf PARP-Spaltung analysiert.
83
4 Ergebnisse
Abb. 4.25: Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Nachweis mittels Westernblot. Dargestellt sind die Ergeb-
nisse aus den Hepatomzellen Huh7.5, Hep3B und SK-Hep1. In den oberen Bildern sind die Banden der
ungespaltenen (113 kDa) und gespaltenen (89 kDa) PARP dargestellt. In der zweiten Reihe ist der Blot von
Huh7.5 mit einer Belichtungszeit von 300 s gezeigt. In der untersten Reihe befindet sich der Nachweis von
β-Aktin (42 kDa). kDa: Kilodalton.
Zum Nachweis der Apoptose wurde ein Antiko¨rper gegen Poly-ADP-Ribose-Polymerase
(PARP) verwendet, da der proteolytische Abbau von PARP durch die Caspase 3 ein wesent-
licher Schritt im Apoptose-Signalweg ist. β-Aktin (42 kDa) diente als zellula¨re Kontrolle. Die
Zellen, die mit den Virusvektoren zur Expression der reversen Caspase 3 ((A)hCCF∆1rHVS)
transduziert worden waren, zeigten im Westernblot keine PARP-Spaltung (113 kDa - komplet-
te PARP) [Abb. 4.25]. Dieses Ergebnis stimmte mit den Ergebnissen aus einer vorangegangen
Diplomarbeit und Dissertation u¨berein [Hu¨ske, 2010; Toptan, 2010b]. Die Zellen, die mit den
AFP-unabha¨ngigen tBid-Virusvektoren (hCBF∆1rHVS) transduziert worden waren, zeigten
eine deutliche PARP-Spaltung (89 kDa - gespaltenes PARP-Fragment). Bei Huh7.5 war die
PARP-Spaltung bei den Vektoren ohne und mit regulatorischer AFP-Kassette zu erkennen.
Bei den AhCBF∆1rHVS-transduzierten Huh7.5-Zellen wurde die Bande erst nach la¨ngerer Be-
lichtungszeit deutlich sichtbar. Bei den AFP-negativen Zelllinien Hep3B und SK-Hep1 war
die Bande des gespaltenen PARPs nur bei den Zellen zu finden, die mit den Vektoren ohne
regulatorische AFP-Kassette (hCBF∆1rHVS) transduziert worden waren. Die PARP-Spaltung
war somit ebenfalls strikt abha¨ngig von der AFP-Produktion der Zellen.
Apoptosenachweis mittels Annexin-V-Propidiumiodid-Test
Die Apoptose wurde sodann mit dem Annexin-V-Propidiumiodid-Test nachgewiesen. Dazu
wurden die Hepatomzelllinien mit den tBid-exprimierenden Vektoren transduziert und eine
Woche kultiviert. Am d 6 der Kultivierung wurde Dox zu einer Serie der Kulturen gegeben,
wa¨hrend die Kontrollkulturen unbehandelt blieben. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet und
mit Propidiumiodid sowie einem FITC-gekoppelten Antiko¨rper gegen Annexin V markiert. Die
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Auswertung im Durchflusscytometer ergab, dass die Apoptose in allen Zellen induziert werden
konnte, die mit dem hCBF∆1rHVS-Virusvektor infiziert worden waren. Die prozentualen Werte
der Fa¨rbungen waren bei den Zellen mit Dox deutlich erho¨ht [Abb. 4.26].
Abb. 4.26: Annexin-V-Propidiumiodid-Test mit transduzierten Hepatomzellen. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Durchflusscytometrie. Die drei Zelllinien (A Huh7.5, B Hep3B und C SK-Hep1) wurden mit
den tBid-exprimierenden Vektoren transduziert und nach einer Woche fu¨r 24 h mit Dox induziert. Die Zellen
wurden mit Propidiumiodid (PI) und einem FITC-gekoppelten Antiko¨rper gegen Annexin V inkubiert und im
Durchflusscytometer ausgewerten.
Die Zelllinie SK-Hep1 zeigte eine Zunahme in der Annexin-V-Fa¨rbung um 10,4 % [Abb. 4.26C].
Bei den Hep3B-Zellen zeigt sich eine Steigerung der Annexin-V- (5,4 %) und Propidiumiodid-
gefa¨rbten Zellen (6,9 %) [Abb. 4.26B]. Bei der Zelllinie Huh7.5 stieg die Anzahl der Zellen,
die sich mit Propidiumiodid markieren lassen um 18,5 % [Abb. 4.26A]. Nur die AFP-positive
Zelllinie Huh7.5 zeigte nach der Transduktion mit dem Virusvektor mit regulatorischer AFP-
Kassette (AhCBF∆1rHVS) eine Steigerung der Propidiumiodid-Fa¨rbung um 19,5 %. Somit
war die Apoptose auch in diesem Versuch strikt AFP-abha¨ngig. Der Unterschied der Trans-
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genexpression, der sich zwischen den Viren mit und ohne regulatorische AFP-Kassette in
Huh7.5-Zellen in der Vorversuchen und im Westernblot zeigte, konnte hier aber nicht wieder-
holt werden. Die Induktion der Transgenexpression verursachte in den Zellen unabha¨ngig vom
verwendeten Virus eine vergleichbare Apoptoseinduktion.
Apoptosenachweis im TUNEL-Test
Zur visuellen Verdeutlichung der Apoptose wurde 6 h nach Dox-Induktion ein TUNEL-Test
durchgefu¨hrt. Die Auswertung erfolgte im Fluoreszenzmikroskop und im Fluorimeter.
Abb. 4.27: TUNEL-Test der transduzierten Hepatomzellen. Die Zellen (A Huh7.5, B Hep3B und C
SK-Hep1) wurden mit den tBid-tragenden Virusvektoren transduziert und eine Woche spa¨ter fu¨r 6 h mit Dox
induziert. Die fragmentierte DNA wurde an ihren freien 3’-Hydroxylgruppen mit FITC-markierten Nukleotiden
versehen, die unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar wurden. Zum Vergleich der Zelldichte wurden die
Zellen mit DAPI angefa¨rbt und zusa¨tzlich wurde jeweils eine Aufnahme im Durchlichtmodus gemacht.
86
4 Ergebnisse
Die Mikroskopbilder zeigten eine Abnahme der DAPI-Fa¨rbung bei allen Zellen, die mit dem
Virusvektor hCBF∆1rHVS transduziert waren und zusa¨tzlich bei den Huh7.5-Zellen, die mit
dem AhCBF∆1rHVS-Virus transduziert worden waren [Abb. 4.27]. FITC-gekoppelte Nukleo-
tide wurden an die freien 3’-Hydroxylgruppen der DNA-Bruchstu¨cke angebaut und machten
diese durch ihre gru¨ne Fluoreszenz sichtbar. Diese gru¨ne Fluoreszenz war in den Ansa¨tzen mit
schwacher DAPI-Fa¨rbung besonders ausgepra¨gt.
Tab. 4.2: Messung im Fluorimeter. Dieselbe Platte, die im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet wurde, wur-
de auch mit dem Fluorimeter quantifiziert. Die Messung erfolgte fu¨r FITC bei einer Anregungswellenla¨nge
von 483 nm und einer Emissionswellenla¨nge von 525 nm. Fu¨r die DAPI-Fa¨rbung wurden Wellenla¨ngen von
350 zu 470 nm gewa¨hlt. RFU: relative Fluoreszenzeinheit.
Tumorzelllinie Virus Dox RFU Fluorescein/
RFU DAPI
























Zur Quantifizierung wurde eine Messung am Fluorimeter durchgefu¨hrt und die relative Fluores-
zenzeinheit (relative fluorescence unit, RFU) der Fluorescein-Fa¨rbung und der DAPI-Fa¨rbung
bestimmt. Aus diesen Werten wurde der Quotient bestimmt (RFU Fluorescein/RFU DAPI)
[Tab. 4.2]. Diejenigen Ansa¨tze, die bereits im Propidiumiodid-Annexin-V-Test eine Apoptose-
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Induktion gezeigt hatten, wiesen hier eine deutliche Steigerung des Quotienten der relativen
Fluoreszenzeinheiten auf. Diese ist bei den Zelllinien Huh7.5 und SK-Hep1 bei der nicht-
AFP-abha¨ngigen Variante besonders hoch (Huh7.5: 58-fach; SK-Hep1: 15-fach). Bei der AFP-
abha¨ngigen Variante ist nur bei Huh7.5 eine Zunahme um das 7-fache nachweisbar. Die nicht
transduzierten Zellen und die mit WTf∆1rHVS-transduzierten Zellen wiesen denselben Quoti-
enten auf. Somit konnte dieser Wert als Hintergrund angenommen werden. In diesem Versuch
stellte sich ein deutlicher Unterschied zwischen der viralen Transduktion mit ubiquita¨r akti-
ver PGK-Regulation oder mit AFP-regulatorischer Kassette dar. Im Fall der AFP-regulierten
Vektoren war wiederum fu¨r Huh7.5 die AFP-spezifische Induktion nachweisbar, die bei den
AFP-negativen Zelllinien Hep3B und SK-Hep1 fehlte.
Freisetzung von Laktatdehydrogenase aus apoptotischen Zellen
Zuletzt wurde der LDH-Test als Nachweis der induzierten Apoptose durchgefu¨hrt. Dazu wur-
den die Zellen transduziert, fu¨r eine Woche kultiviert und 24 h vor dem Versuch mit Dox
induziert.
Abb. 4.28: Laktatdehydrogenase-Test der transduzierten Hepatomzellen. Die verschiedenen Zelllinien
wurden mit Virusvektoren transduziert und nach einer Woche wurde die Apoptose mittels Dox induziert.
Der U¨berstand wurde quantitativ auf die freigesetzte LDH-Menge untersucht. Die Auswertung erfolgte im
Fluorimeter.
Hier zeigte sich erneut kein Unterschied bei der Apoptoseinduktion im Bezug auf den verwen-
deten Virusvektor bei der Zelllinie Huh7.5. Beide Viren erreichten eine Induktion der Apoptose
von ca. 80 % [Abb. 4.28]. Die Induktion der Apoptose in Hep3B-Zellen war wie in vorherigen
Versuchen mit dem Vektor ohne AFP-regulatorische Kassette (hCBF∆1rHVS) deutlich geringer
als in Huh7.5-Zellen (28 % zu 79 %). Bei den Zellen, die mit dem Virusvektor mit der AFP-
regulatorischen Kassette (AhCBF∆1rHVS) transduziert worden waren, war LDH im U¨berstand
nicht detektierbar. Der Wert lag im Bereich des Hintergrunds nicht transduzierter oder mit
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WTf∆1rHVS-transduzierter Zellen. Bei SK-Hep1 zeigte sich ein a¨hnliches Bild wie bei Hep3B.
Hier war allerdings der prozentuale Anteil der freigesetzten LDH und somit die spezifische
Lyse bei den Zellen etwas ho¨her (40 %), die mit dem Vektor ohne AFP-regulatorische Kassette
(hCBF∆1rHVS) transduziert waren. Alle anderen SK-Hep1-Zellen zeigten keine erho¨hte LDH-
Freisetzung, wobei der Hintergrundwert ho¨her war als bei den Zelllinien Huh7.5 und Hep3B.
Die Apoptose-Induktion bei Verwendung AFP-regulierter Vektoren war auch hier stark AFP-
spezifisch.
Zusammenfassung
Die Ergebnisse belegen, dass eine AFP-abha¨ngige Expression der proapoptotischen Transge-
ne mo¨glich ist. In Zellen ohne AFP-Expression findet hier keine Transgenexpression statt.
Die in Vorversuchen mit eGFP, im Westernblot und TUNEL-Test angedeutete Reduktion der
Transgen-Expression durch den Einbau der AFP-regulatorischen Kassette in das Ausgangs-
vektor (hCBF∆1rHVS) konnte hier nicht besta¨tigt werden. Der Annexin-V-Propidiumiodid-Test
und der LDH-Test belegen, dass mit den PGK- bzw. AFP-regulierten Vektoren vergleichbare
Werte fu¨r die Quantita¨t der induzierten Apoptose erreicht werden. Die Leakiness des Systems
bleibt bei beiden Vektorvarianten in AFP-positiven Zellen vorhanden. In AFP-negativen Zell-
typen ist der Hintergrund von demjenigen nicht-transduzierter Zellen kaum zu unterscheiden.
4.3 T-Zell-spezifische Expression durch den CD2-Enhancer-
Promotor
Als Ausgang fu¨r dieses Projekt dienten die Daten aus der vorangegangenen Diplomar-
beit [Hu¨ske, 2010]. Darin wurden Viren mit Tet-regulatorischer Kassette und verschiede-
nen Transgenen (eGFP, reverse Caspase 3 und tBid) und Promotoren (PGK- und HTLV-
EF1α-Promotor) an einer Position oberhalb von ORF1 (stpC/tip) hergestellt. Humane T-
Lymphozyten wurden mit diesen Vektoren transduziert, die Transgenexpression durch Zugabe
von Dox induziert und die Transgenexpression bzw. Apoptoserate ermittelt. Dabei stellte es
sich heraus, dass die Apoptose nur in Jurkat-Zellen induziert werden konnte. Der entsprechende
Vektor besaß die regulatorische Kassette in reverser Orientierung mit einem chima¨ren Promo-
tor aus der Enhancer-Promotorsequenz des HTLV-1 und des Promotors fu¨r EF1α. Außerdem
konnte die Apoptose nur durch das Transgen tBid und nicht durch die reverse Caspase 3 in-
duziert werden. Die regulatorischen Sequenzen des T-Zell-spezifischen CD2-Gens sollten zur
Optimierung dieses Systems fu¨r humane T-Lymphozyten eingesetzt werden.
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Abb. 4.29: Rekombinante WTfC488-BAC mit CD2-Elementen in einem Tet-regulierten Konstrukt.
Dargestellt ist die schrittweise Insertion des CD2-Promotors und des CD2-Enhancers in die bereits vor-
handene Tet-regulatorische Transgenkassette hinter dem ORF1. Die Insertionen erfolgten sowohl in Kon-
strukte mit einer direkten als auch einer reversen Orientierung der Kassette. B: Terminator des Gens fu¨r
das bovine Wachstumshormon; C488-BAC: BAC; CD2-Enh: CD2-Enhancer aus humanen T-Lymphozyten;
CD2 P: CD2-Promotor aus humanen T-Lymphozyten; CG/C/B(F/R): CD2-Promotor mit eGFP/reverser
Caspase 3/tBid in direkter/reverser Orientierung; cHS4: Hu¨hner-β-Globin-Isolator; ECG/C/B(F/R): CD2-
Enhancer-Promotor mit eGFP/reverser Caspase 3/tBid in direkter/reverser Orientierung; eGFP: versta¨rktes
gru¨n fluoreszierendes Protein; HG/C/B(F/R): HTLV-EF1α-Promotor mit eGFP/reverser Caspase 3/tBid
in direkter/reverser Orientierung; HR1: Homologe Region 1; HR2: Homologe Region 2; HSUR: HVS-
U-RNA; HTLV P: Fusionspromotor aus dem Promotor des humanen T-lymphotropen Virus Typ 1 und
des Promotors fu¨r den Elongationsfaktor 1α; I: interne ribosomale Eintrittsstelle des Poliovirus; KanaR:
Kanamycin-Resistenzkassette; LANA: Latenz-assoziiertes nukla¨res Antigen; ORF: offener Leserahmen; PGK
T: Phosphoglyceratkinase-Terminator; revCasp3: reverse Caspase 3; rtTA: reverser Tet-abha¨ngiger Transak-
tivator; StpC: Saimiri-transformationsassoziiertes Protein der Untergruppe C; tBid: verku¨rztes Bid; TetO:




Dazu wurde der HTLV-EF1α-Promotor durch den CD2-Promotor bzw. durch den CD2-
Enhancer-Promotor ersetzt.
4.3.1 Virusvektoren mit regulatorischen Elementen des CD2-Gens
Zu Beginn wurde ein Lysat aus humanen T-Lymphozyten hergestellt, aus dem mittels
PCR der CD2-Enhancer- bzw. Promotor-Bereich amplifiziert wurde. Diese wurden in den
U¨bergangsvektor pJET1.2/blunt inseriert. Die Kanamycin-Resistenzkassette wurde nach ihrer
Amplifikation in die gleichen Vektoren ligiert. Das komplette Konstrukt aus CD2-Promotor und
Kanamycin-Kassette wurde im na¨chsten Schritt mit dem Restriktionsenzym BglII verdaut und
in elektrokompetente E. coli -Zellen elektroporiert, die das Ausgangs-BACs enthielten. Nach
der erfolgreichen En passant-Mutagenese wurden die entstandenen Klone dazu verwendet, nach
dem gleichen Prinzip den CD2-Enhancer vor den CD2-Promotor in das BAC zu rekombinieren
[Abb. 4.29]. Die Klonierungen wurden mittels RFLP-Analyse u¨berpru¨ft [Abb. 4.30].
Abb. 4.30: Restriktionsfragmentla¨ngenpolymorphismus-Analyse von BAC-DNA. Die BACs mit A
eGFP, B reverser Caspase 3 und C tBid wurden mit Restriktionsenzymen verdaut. Die Pfeilspitzen deuten
auf die Unterschiede im Bandenmuster hin. Invertierte Darstellung der Grauwerte. bp: Basenpaare
Die entstandenen Bandenmuster entsprachen den Erwartungen. Die verschiedenen Viren wur-




Abb. 4.31: Replikationskinetiken der verschiedenen Viren. Dargestellt ist die Replikation der Viren mit
A eGFP, B reverse Caspase 3 und C tBid. PFU: Plaque-bildende Einheiten; dpi: Tage nach der Infektion.
4.3.2 T-Zell-spezifisch induzierbares eGFP
Fu¨r Vorversuche wurden humane T-Lymphozyten aus Spenderblut (K32) isoliert und mittels
Spinokulation [Stevenson et al., 2000] mit den verschiedenen eGFP-tragenden Viren transdu-
ziert. Bei einer Serie aller Transduktionen wurde die Transgenexpression durch die Zugabe von
Dox induziert, eine andere Serie verblieb ohne Induktion. Die Zellen wurden zu verschiede-
nen Zeitpunkten im Durchflusscytometer und mittels Fluoreszenzmikroskopie auf ihre eGFP-
Expression hin untersucht [Abb. 4.32]. Das Maximum an eGFP-exprimierenden Zellen war
2 d nach der Transduktion erreicht (7,6 - 34,8 %). Danach nahm die Anzahl fluoreszierender
Zellen u¨ber bis zu vier Wochen ab, bis fast keine Zellen mehr eine gru¨ne Fluoreszenz aufwiesen
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Abb. 4.32: Darstellung der eGFP-exprimierenden humanen T-Lymphozyten. A Ergebnisse aus der
Durchflusscytometrie. Oberhalb des Markers: Vergleich der fluoreszierenden Zellen ohne (weiß) und mit
(schwarz) Zugabe von Dox. Unterhalb des Markers: Vergleich lebender Zellen ohne und mit Zugabe von
Dox. B Ergebnisse aus der Fluoreszenzmikrokopie: Verwendung der 10x Vergro¨ßerung und des FITC-Filters.
(0,4 - 5,8 %). Die transduzierten Zellen mit der Transgenkassette in reverser Orientierung zeig-
ten zudem eine ho¨here Expression als solche Zellen mit dem Insert in direkter Orientierung. Der
Einbau der T-Zell-spezifischen CD2-Elemente zeigte keine Steigerung der eGFP-Expression im
Vergleich zum HTLV-EF1α-Promotor, sondern eher eine Reduktion. In An- oder Abwesenheit
des CD2-Enhancers ergaben sich keine nennenswerten Unterschiede. Die Vitalita¨t der Zellen
nahm u¨ber den gesamten Versuchszeitraum von vier Wochen sta¨ndig ab. Im Vergleich zu allen
anderen Varianten war die eGFP-Expression bei den Vektoren mit dem HTLV-EF1α-Promotor
am sta¨rksten ausgepra¨gt und dauerte am la¨ngsten an.
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4.3.3 Induzierbarkeit der Apoptose in T-Lymphozyten
Im Anschluss an die eGFP-Experimente wurden humane T-Lymphozyten des Spenders K32
mit den Virusvektoren transduziert, die die regulatorische Kassette mit einem der proapoptoti-
schen Gene reverse Caspase 3 oder tBid tragen [Abb. 4.33]. Die Zellen wurden nach 2 d fu¨r 6 h
mit Dox induziert, geerntet und mit Propidiumiodid und einem FITC-gekoppelten Antiko¨rper
gegen Annexin V gefa¨rbt. Die Auswertung im Durchflusscytometer zeigte bei keiner Probe
einen Anstieg der Fa¨rbung bei einem der beiden Reagenzien.
Abb. 4.33: Darstellung der induzierten Apoptose in humanen T-Lymphozyten. Die T-Lymphozyten
des Spenders K32 wurden transduziert und nach einer Woche fu¨r 6 h mit Dox induziert. Die Auswertung




Abb. 4.34: Darstellung der induzierten Apoptose in Jurkat-Zellen. Jurkat-Zellen wurden transduziert
und nach einer Woche 6 h mit Dox induziert. Die Auswertung erfolgte mittels Annexin-V-Propidiumiodid-Test
im Durchflusscytometer. PI: Propidiumiodid.
Deshalb wurden in einem zweiten Versuchsansatz Jurkat-Zellen mit denselben Virusvektoren
transduziert, induziert, geerntet, gefa¨rbt und analysiert [Abb. 4.34]. Ein deutlicher Anstieg der
Annexin-V-Fa¨rbung zeigte sich nach Induktion der Zellen, die mit den Virusvektoren HBFrHVS
und HBRrHVS transduziert wurden. Der Anteil der Annexin V-gefa¨rbten Zellen nahm um
23,0 % (HBFrHVS) bzw. um 33,1 % (HBRrHVS) zu. Eine Steigerung der Apoptosemerkmale
bei den Zellen, die mit den CD2-regulierten Virusvektoren transduziert worden waren, war
aber nicht festzustellen. Die regulatorischen Elemente des CD2-Gens waren also nicht geeig-





In der Abteilung Physiologie an der Medizinischen Universita¨t Innsbruck wurde eine Mausmu-
tante etabliert, die einen konditionalen gp130-Defekt in den nozizeptorischen Neuronen besitzt
[Andratsch et al., 2009]. Fu¨r Versuche mit diesen Ma¨usen wurden Virusvektoren hergestellt, die
ein bicistronisches Konstrukt aus gp130 und dsRed exprimieren. Konstrukte mit verschiede-
nen Promotoren unter Dox-induzierten oder konstitutiv exprimierenden Bedingungen wurden
in verschiedenen Orientierungen kloniert. Zusa¨tzlich wurden Virusvektoren fu¨r das Transgen
Sprr1A hergestellt, da dieses Transkript in diesem Zusammenhang stark differenziell reguliert
wird [Prof. Kress, Innsbruck].
4.4.1 Virusvektoren mit konstitutiver oder induzierter Expression von gp130 und
dsRed
Als Ausgangsplasmide dienten pIRES-dsRed, pSVL-gp130 und pcDNA3.1(-)n-H Sprr1A,
die von Frau Prof. Kress erhalten wurden. Aus den ersten beiden Plasmiden wurde ei-
ne Variante mit der Konfiguration gp130-IRES-dsRed erstellt. Nach Amplifikation und
Ligation in den U¨bergangsvektor pCR2.1 wurden die beiden Promotoren (hCMV- oder
HTLV-EF1α-Promotor) in den gp130-dsRed-Vektor inseriert. Danach wurde die Kanamycin-
Resistenzkassette auf die gleiche Art eingesetzt. Die verschiedenen homologen Bereiche fu¨r die
konstitutive oder induzierte Expression wurden parallel zu dem beschriebenen Ansatz amplifi-
ziert und in den pCR2.1 kloniert. Vor der Rekombinantion wurde das Konstrukt aus Promotor,
gp130, Kanamycin-Resistenzkassette, IRES und dsRed zwischen die homologen Bereiche N75-
C75, C75-N75 oder tetO-polyA kloniert.
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Abb. 4.35: Rekombinante WTfC488-BAC mit gp130 bzw. Sprr1A und dsRed. Dargestellt ist die Insertion
des bicistronischen Konstrukts aus murinem Glykoprotein 130 bzw. Sprr1A und dsRed in die bereits vorhande-
ne Tet-regulatorische Transgenkassette in ORF75. Durch die Insertion wurde die Tet-regulatorische Kassette
in einigen Konstrukten entfernt, wodurch die Expression von gp130 und dsRed konstitutiv wurde. Die Inser-
tionen erfolgten sowohl in Konstrukte mit einer direkten als auch einer reversen Orientierung. C488-BAC: BAC;
C75: C-Terminus von ORF75 ; cHS4 Insulator: Hu¨hner-β-Globin-Isolator; eGFP: versta¨rktes gru¨n fluores-
zierendes Protein; hCMV: humaner Cytomegalovirus-Promotor; HTLV: Fusionspromotor aus dem Promotor
des humanen T-lymphotropen Virus Typ 1 und des Promotors fu¨r den Elongationsfaktor 1α; IRES: in-
terne ribosomale Eintrittsstelle des Enzephalomyokarditis-Virus; KanaR: Kanamycin-Resistenzkassette; N75:
N-Terminus von ORF75 ; ORF: offener Leserahmen; PGK Promotor: Phosphoglyceratkinase-Promotor; PGK
Terminator: Phosphoglyceratkinase-Terminator; Polio IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle des Poliovirus;




Die Rekombination in das Ausgangs-BAC [Abb. 4.35], das bereits eine Tet-regulatorische
Kassette in ORF75 trug und eine Deletion von ORF1 aufwies, wurde durch RFLP-Analyse
u¨berpru¨ft. Sowohl das hier entstandene Bandenmuster, als auch das Bandenmuster aus dem
Verdau der isolierten viralen DNA nach der Rekonstitution zeigten das gewu¨nschte Ergebnis
[Abb. 4.36].
Abb. 4.36: Restriktionsfragmentla¨ngenpolymorphismus-Analyse von BAC- und Virus-DNA. Die Pfeil-
spitzen deuten auf die Unterschiede in den Bandenmustern hin. A Verdau der BAC-DNA mit NheI. B Verdau
der Virus-DNA mit NheI. Invertierte Darstellung der Grauwerte. bp: Basenpaare.
Eine anschließende Kinetik der verschiedenen Viren zeigte, dass die rekombinanten Viren kei-
nen Replikationsunterschied zum WTHVS besitzen [Abb. 4.37].
Abb. 4.37: Replikationskinetiken der rekonstituierten Viren. Gezeigt ist die Replikation der verschiede-
nen Viren u¨ber sechs Tage. dpi: Tage nach der Infektion; PFU: Plaque-bildende Einheiten.
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4.4.2 Expressionskontrolle in OMK- und Hamsterzellen
Die Expression des bicistronischen dsRed wurde bei der Rekonstitution der Viren in permissi-
ven OMK-Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Dabei zeigten die cytopathischen
Effekte eine starke rote Fluoreszenz [Abb. 4.38].
Abb. 4.38: Cytopathische Effekte. OMK-Zellen wurden mittels Lipofectamin mit BAC-DNA transfiziert
(hCGp130F∆1C488-BAC) und nach Bildung der ersten cytopathischen Effekte unter dem Fluoreszenzmikroskop
betrachtet.
Zum Vergleich der Fluoreszenzintensita¨t der verschiedenen Viren und zum Ru¨ckschluss auf die
vermutliche Expression des Transgens gp130 wurden Ovarzellen chinesischer Hamster (CHO-
Zellen) mit Virusvektoren transduziert und nach einer Woche fu¨r 24 h mit Dox induziert.
Die Auswertung erfolgte im Durchflusscytometer [Abb. 4.39]. Eine deutliche Anzahl an dsRed
exprimierenden Zellen konnte nur in Kulturen festgestellt werden, die mit Vektoren transdu-
ziert worden waren, die den hCMV-Promotor in der Dox-induzierten Transgen-Variante besit-
zen. Die Expressionssta¨rke scheint orientierungsunabha¨ngig zu sein (direkte Orientierung mit
22,4 % zu reverser Orientierung mit 20,0 %).
Abb. 4.39: Nachweis der dsRed-Expression in CHO-Zellen. Transduzierte CHO-Zellen wurden nach
einer Woche fu¨r 24 h mit Dox induziert und im Durchflusscytometer vermessen. Im Vergleich sind die Zellen
ohne Induktion (weißer Graph; erste Zahl) und mit Induktion (schwarzer Graph; zweite Zahl) dargestellt.
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4.4.3 Funktionelle Expression von gp130 durch rhadinovirale Vektoren
Die Transkription (Daten nicht gezeigt) wurde durch RT-PCR und die Protein-Expression von
gp130 wurde durch Westernblot mit anti-gp130-Antiko¨rpern analysiert. Dazu wurden CHO-
Zellen mit Virusvektoren transduziert und nach einer Woche fu¨r 24 h mit Dox induziert.
Die Ergebnisse waren vergleichbar zu den Resultaten der Durchflusscytometrie [Abb. 4.40A].
Die Zellen, die mit den Tet-induzierbaren hCMV-Promotor-Vektoren hCGp130F∆1rHVS und
hCGp130R∆1rHVS transduziert worden waren, zeigten die sta¨rkste gp130-Expression. Der Vek-
tor mit dem Konstrukt in reverser Orientierung schien jedoch mehr gp130 zu exprimieren als bei
inverser Orientierung. Eine sehr schwache Bande bei 130 kDa war auch bei dem induzierbaren-
HTLV-EF1α-Promotor-Virus in reverser Orientierung (HGp130F∆1rHVS) zu beobachten. We-
gen der geringen Intensita¨t wurden diese Vektoren fu¨r nachfolgende Versuche aber nicht ein-
gesetzt.
Abb. 4.40: Nachweis der Expression und Funktionalita¨t des gp130. A CHO-Zellen wurden mit den
verschiedenen Virusvektoren transduziert und nach einer Woche mit Dox induziert. Nach der Zelllyse wurde im
Westernblot die gp130-Expression nachgewiesen. B CHO-Zellen wurden mit dem Vektor hCGp130F∆1rHVS
transduziert. Nach einer Woche wurden die Zellen mit Dox induziert und ein Teil fu¨r 0,25 h, 0,5 h und




Der Virusvektor hCGp130F∆1rHVS wurde zur U¨berpru¨fung der Funktionalita¨t von gp130 ver-
wendet [Abb. 4.40B]. gp130 reagiert auf einen IL-6-Stimulus mit versta¨rkter Phosphorylierung
von STAT3 (pSTAT3). Die STAT3-Phosphorylierung wurde im Westernblot untersucht, nach-
dem die Dox-induzierten Zellen 15 , 30 oder 60 min einer IL-6-Konzentration von 20 ng/ml
ausgesetzt waren. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Signalweiterleitung u¨ber pSTAT3
schnell anla¨uft und von den untersuchten Zeitpunkten schon nach 15 min die maximale Si-
gnalsta¨rke erreicht. Danach sinkt die Signalsta¨rke von pSTAT3 wieder. Die Expression von
gp130 war bei den vier mit hCGp130F∆1rHVS transduzierten Proben vergleichbar stark und
auch die STAT3- und β-Aktin-Kontrollen zeigten vergleichbare Expressionsmengen.
4.4.4 Transduktion sensorischer Neurone von gp130-Defekt-Ma¨usen
In Kooperation mit der Abteilung Physiologie an der Medizinischen Universita¨t Innsbruck wur-
den murine sensorische Neuronen aus dorsalen Spinalganglien mit HVS-Vektoren transduziert.
Diese Neuronen besitzen einen gp130-Defekt spezifisch in ihren Nozizeptoren [Andratsch et al.,
2009]. Die Neuronen wurden quantitativ in Bezug auf die Neuriten tragenden Zellen und das
Neuritenwachstum untersucht. Die quantitative Auswertung wurde auf die viral transduzierten
Neuronen mit IL-6-Zugabe normalisiert.
Abb. 4.41: Transduktion von gp130-defekten Mausneuronen. Mausneuronen wurden mit HVS-Vektoren
transduziert und auf ihr Neuritenwachstum untersucht. Die Ergebnisse zeigten die Auswirkungen der gp130-
Reexpression in Bezug auf die A Anzahl der Neuriten tragenden Zellen (auf transduzierte Neuronen normiert)
und die B Neuritenla¨nge. C Mikroskopische Visualisierung der dsRed-Expression. Alle hier dargestellten
Ergebnisse wurden in Kooperation mit Max Metzdorf und Dr. Serena Quarta (Abteilung Physiologie an der
Medizinischen Universita¨t Innsbruck) durchgefu¨hrt.
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Die Ergebnisse zeigten, dass die Transduktion mit gp130-exprimierenden HVS-Vektoren die
Anzahl an Neuriten tragenden Zellen um ca. 56 % steigert [Abb. 4.41A]. Die zusa¨tzliche Ga-
be von IL-6 hat keine Auswirkung, da gp130-exprimierende Neuronen IL-6 sezernieren. Die
Neuriten waren nach Transduktion mit dem Virusvektor wesentlich la¨nger als in den Kon-
trollproben. Das Neuritenwachstum war um mehr als das 12-fache gesteigert [Abb. 4.41B].
Zusa¨tzlich wurden die Ergebnisse im Fluoreszenzmikroskop u¨ber die dsRed-Expression in den
Neuronen visualisiert [Abb. 4.41C]. Die mit dem Wildtypvirus-transduzierten Neuronen zeigten
im Vergleich zu den nicht-transduzierten Neuronen ein gering gesteigertes Neuritenwachstum.
Die mit den gp130-tragenden Virusvektoren transduzierten Neuronen bildeten dagegen ein weit
verzweigtes Neuritennetz aus.
HVS-Vektoren sind also in der Lage, murine Neuronen aus dorsalen Spinalganglien zu trans-
duzieren und die (Re-)Expression gewu¨nschter Proteinen zu ermo¨glichen. Die bicistronische
Expression eines fluoreszenzierenden Proteins erleichterte die Unterscheidung zwischen trans-
duzierten und nicht-transduzierten Neuronen.
4.5 miRNA von Herpesvirus saimiri
Da in Vorversuchen HSUR2 als der optimale Kandidat fu¨r miRNAs des Virusstamms C488
erschien, wurde die HSUR2-Sequenz aus DNA-Proben unterschiedlicher HVS-Sta¨mme ver-
schiedener Subgruppen sequenziert [Tab. 4.3; Ensser et al., 2003].
Tab. 4.3: Sequenzierung von HSUR2 aus verschiedenen HVS-Sta¨mmen. Die Stammbezeichnungen
wurden aus einer Publikation u¨bernommen [Ensser et al., 2003]. Aus den grau hinterlegten Sequenzen er-




5746 C TAC TGTGCTCTCACTACTATAAACTTTGCTGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
5747 A+(C) GAC TGTGCTCTCTGCACTATAAACTTTGCAGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
5753 C TAG TGTGCTCTCAGTACTATAAACTTTGCTGCTGTTTTGAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
5945 C TAC TGTGCTCTCACTACTATAAACTTTGCTGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
5947 C TAC TGTGCTCTCACTACTATAAACTTTGCTGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
5952 C TAC TGTGCTCTCACTACTATAAACTTTGCTGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
6045 B TAG TGTGCTCTCAGTACTGTAAACTTTGCTGCTGTTTTGAGTATATAGTGTTGAGAG CAC
6051 A+(C) GAC TGTGCTCTCAGCACTATAAACTTTGCAGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAG CAC
6661 (A)+C TAC TGTGCTCTCACTACTATAAACTTTGCTGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAGC ACT
8907 C GAC TGTGCTCTCAGCACTATAAACTTTGCAGTTTTTAGTATATAGTGTTGAGAG CAC
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Die Sequenzierung ermo¨glichte das Design geeigneter Oligonukleotide fu¨r die Stammschleifen-
Echtzeit-RT-PCR. Außerdem wurde auf der Grundlage der Sequenzierungen durch Prof.
Grundhoff (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg) die wahrscheinlichste HSUR2-Struktur vorher-
gesagt [Abb. 4.42].
Abb. 4.42: HSUR2 von HVS C488. Vorhersage der Sekunda¨rstruktur der HSUR2-pre-miRNA von HVS
(Prof. Grundhoff, Hamburg).
Bei den folgenden Experimenten erfolgten die Kultivierung der T-Lymphozyten von Menschen
und Affen, die Infektionen der OMK-Zellen mit HVS C488 oder A11, die RNA-Isolierungen
aus den genannten Zellen, die Aufreinigung der miRNAs aus diesen Proben und ein Teil der
quantitativen RT-PCRs durch mich, wa¨hrend die anderen Versuche im Rahmen unserer Zu-
sammenarbeit durch die Arbeitsgruppe Grundhoff in Hamburg durchgefu¨hrt wurden (jeweils
konkret angegeben).
Abb. 4.43: Nachweis von HVS-miRNA. Bei latent und lytisch infizierten Zellen erfolgte der Nachweis
der miRNA hvsc-HSUR2 u¨ber Sonden in einer A quantitativen Stammschleifen-Echtzeit-RT-PCR und im
B Northernblot. Die Sonden richteten sich gegen A, B 5p oder B 3p von hvsc-HSUR2. nt: Nukleotide.
Ergebnisse der Northernblots in Kooperation mit Dr. Nicole Walz (Heinrich-Pette-Institut, Hamburg).
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Der Nachweis des 5p-Arms der HSUR2 von HVS C488 in den RNA-Proben erfolgte zuerst mit
einer Stammschleifen-Echtzeit-RT-PCR. Lytisch infizierte OMK-Zellen wurden 12, 24, 48 und
72 h nach der Infektion geerntet und die RNA wurde daraus isoliert. Fu¨r den HSUR2-Nachweis
in latent infizierten Zellen wurde die RNA HVS-tranduzierter T-Lymphozyten von Menschen
und Affen analysiert [Abb. 4.43A]. Die Anzahl der gefundenen Transkripte wurde auf das zel-
lula¨re Transkript von GAPDH normiert. Der Anteil an HSUR2-5p nahm u¨ber die Zeit in den
OMK-Zellen zu. In den latent tranduzierten T-Lymphozyten zeigte sich ein variables Bild. Die
Kulturen der humanen Lymphozyten K10 und K16 zeigten nur eine geringe miRNA-Menge,
wa¨hrend sich in CB15 viel HSUR2-5p befand. Die Affen-T-Lymphozyten B222, die mit der
Untergruppe A11 von HVS infiziert waren, zeigten eine geringe hvscHSUR2-5p-Transkription.
Die Sonden fu¨r den 3p-Arm zeigten in der Stammschleifen-Echtzeit-RT-PCR nur unspezifische
Signale.
Am Heinrich-Pette-Institut in Hamburg erfolgte im Northernblot mit 32P-markierten Sonden
der Nachweis des 5p- und 3p-Arms der HSUR2 [Abb. 4.43B]. Die lytisch infizierten OMK-Zellen
zeigten sowohl eine Bande fu¨r den 5p-Arm als auch mit der 3p-Arm-Sonde knapp unterhalb
von 25 Nukleotiden. Als Positivkontrolle diente hier ein Gemisch vorher positiv getesteter
RNA-Proben (HVS pool). Fu¨r die latent tranduzierten humanen T-Lymphozyten konnten nur
sehr schwache Banden fu¨r den 5p-Arm und 3p-Arm der HSUR2 nachgewiesen werden. Dagegen
zeigte die humane Zelllinie CB15 eine starke Bande unterhalb von 25 Nukleotiden.
Tab. 4.4: Detektion der viralen miRNA. Mit verschiedenen Methoden (quantitative Stammschleifen-
Echtzeit-RT-PCR, Northernblot und NGS) und Protokollen (Truseq, NEB, RandomProt) wurden die unter-
schiedlichen RNA-Proben analysiert.
Methode OMK T-Zellen 293
quantitative Stammschleifen- A11 und C488 A11 und C488 A11 und C488
Echtzeit-RT-PCR
Northernblot C488 C488
Kiel NGS, Truseq C488 C488
HPI NGS, Truseq A11 A11 und C488
HPI NGS, NEB A11 und C488 C488
HPI NGS, RandomProt C488 C488
Zusa¨tzlich zu den oben dargestellten Ansa¨tzen wurden sowohl OMK-Zellen mit HVS-A11 u¨ber
verschiedene Zeitspannen infiziert, als auch 293-Zellen mit HSUR2-tragenden Plasmiden von
C488 oder A11 transfiziert. HVS-A11 diente dem Abgleich der Ergebnisse mit einer paralle-
len Vero¨ffentlichung [Cazalla et al., 2011]. Aus allen Proben wurde die RNA gewonnen und
analysiert. Neben dem Nachweis durch quantitative Stammschleifen-Echtzeit-RT-PCR und
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Northernblot wurden verschiedene Protokolle (Truseq, NEB, RandomProt) des next generati-
on sequencing (NGS) in Kiel und Hamburg durchgefu¨hrt [Tab. 4.4]. Die Detektion der miRNA
HSUR2 von HVS C488 war in allen Proben erfolgreich.
Aus diesen unterschiedlichen Ansa¨tzen wurden die jeweils fu¨nf ha¨ufigsten zellula¨ren miRNAs
gesucht [Tab. 4.5]. Besonders ha¨ufig wurde dabei die zellula¨re miR-155 gefunden. Aber auch
die miRNAs miR-21 (4x) und Let-7 (3x) sind mehrfach vertreten.
Die Ergebnisse belegen, dass die HSUR2 von HVS in verschiedenen latent oder lytisch infizier-
ten Zellen nachgewiesen werden ko¨nnen. Der Nachweis regulierter zellula¨rer miRNAs deutet
auf einen konservierten Mechanismus hin, durch den die Expression der zellula¨ren miRNA-155
hochreguliert wird.
Tab. 4.5: Regulation zellula¨rer miRNAs durch HVS. Die Regulation zellula¨rer miRNAs durch HVS wurde
untersucht und die fu¨nf ha¨ufigsten miRNAs jeder Probe wurden aufgelistet. NEB und HPI sind verschiedene
Methoden des NGS.
Zellen Virus Methode





















4.6 Pyrosequenzierung des Virusvektors mit mini-F-Fragment
Die genomische Pyrosequenzierung des HVS-BAC-Vektors erfolgte am Institut fu¨r Klini-
sche Molekularbiologie des Universita¨tsklinikums Schleswig-Holstein (Dr. Georg Hemmrich-
Stanisak). Der Vergleich mit der zuvor bekannten Sequenz aus genomischen Subklonen [Ensser
et al., 2003] ergab eine vollsta¨ndige U¨bereinstimmung mit Ausnahme von zwei Punktmutatio-
nen, die beide einen Aminosa¨ureaustausch zur Folge haben [Tab. 4.6].
Tab. 4.6: Pyrosequenzierung von HVS. Die Punktmutationen zur bekannten HVS-Sequenz und ihre
Auswirkungen auf die Aminosa¨uresequenz wurden dargestellt.
Position Punktmutation AS-Wechsel Protein (ORF )
90.369 bp C → T Asp → Asn DNA-Glykosylase (ORF46 )
90.807 bp G → A Ala → Val Glykoprotein L (ORF47 )
An Position 90.369 in ORF46 wurde ein Thymin statt eines Cytosins detektiert. Dieser Wechsel
fu¨hrt zu einem Austausch der Asparaginsa¨ure zum Asparagin und somit zu einem Wechsel einer
polaren Aminosa¨ure gegen eine saure Aminosa¨ure. Die Struktur von beiden Aminosa¨uren ist
jedoch a¨hnlich. An Position 90.807 in ORF47 wurde eine Punktmutation von Guanin zu Adenin
nachgewiesen. Die Aminosa¨ure Alanin wird hier gegen Valin ausgetauscht. Diese Aminosa¨uren
sind beide polar und in ihrer Struktur sehr a¨hnlich. Die Pyrosequenzierung von HVS BAC
C488 hat gezeigt, dass die weiteren Klonierungsschritte keine wesentlichen Vera¨nderungen der




5.1 Umleitung der T-Zell-Spezifita¨t auf ein Tumorantigen durch
rhadinovirale Vektoren
Optimale Vektorkonfiguration fu¨r T-Zellen
Fu¨r die Umleitung der T-Zell-Spezifita¨t durch rhadinovirale Vektoren wurde ein cTCR der ers-
ten Generation gegen den humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor ErbB2 eingesetzt,
dessen Funktionalita¨t aus umfangreichen in vitro- und in vivo-Experimenten bereits dokumen-
tiert vorlag [Wels et al., 1992; Eshhar et al., 1993; Moritz et al., 1994; Wels et al., 1995;
Altenschmidt et al., 1996; Altenschmidt et al., 1997; Maurer-Gebhard et al., 1998; Schmidt et
al., 2001; von Minckwitz et al., 2005]. Der Leserahmen fu¨r den cTCR wurde vergleichend an
zwei verschiedenen Positionen in das HVS-Genom mittels En passant-Mutagenese eingefu¨gt.
Dadurch entstand einerseits ein tricistronisches Konstrukt aus cTCR und der Transkriptions-
einheit der viralen Gene stpC und tip (scfr-IRESrHVS) sowie andererseits ein separat exprimier-
ter cTCR (scfrULTrHVS). Bei dem separat exprimierten Konstrukt konnte u¨ber den Zeitraum
von zwo¨lf Monaten zwar eine Transkription des cTCRs festgestellt werden. Im Westernblot
war das Protein jedoch nicht detektierbar. Zwar konnten fu¨r die separate Konfiguration in der
Immunfluoreszenz (Daten nicht gezeigt) Hinweise gewonnen werden, dass auch hier der cTCR
auf der Oberfla¨che der transduzierten T-Lymphozyten mit geringer Intensita¨t nachweisbar war;
im BATDA-Cytotoxizita¨tstest war aber keine spezifische Lyse der Tumorzellen festzustellen.
Die im Cytotoxizita¨tstest gewonnenen Werte lagen bei oder unter den Werten der T-Zellen,
die mit dem Wildtypvirus (WTfrHVS) transduziert worden waren. Deshalb wurde das separa-
te Konstrukt nicht weiter verfolgt und der weitere Fokus dieser Arbeit auf das tricistronische
Konstrukt gelegt. Die Gene stpC und tip, mit denen sich der cTCR in einer einzigen Transkrip-
tionseinheit befindet, sind fu¨r die Transformation der humanen T-Lymphozyten zu stabilem
Wachstum notwendig und werden wa¨hrend der gesamten Zeit von den T-Zellen exprimiert [Fi-
ckenscher et al., 1996]. Da sich der cTCR ebenfalls unter der Regulation des Promotors dieses
bicistronischen Gens befand, war die stabile cTCR-Expression gewa¨hrleistet. Außerdem konn-
te diese Eigenschaft als positiver Selektionsdruck verwendet werden, ohne die Notwendigkeit
weiterer Antibiotika. Nach der Infektion mit den viralen Vektoren WTfrHVS und scfr-IRESrHVS
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und der anschließenden Transformation von T-Lymphozyten dreier unterschiedlicher menschli-
cher Spender wurde der Oberfla¨chen-Pha¨notyp der T-Zellen im Durchflusscytometer analysiert
[Abb. 4.4]. Dabei zeigte sich, dass alle erhaltenen T-Lymphozyten-Linien homogene CD8+-
CD3+-Populationen waren und somit die Ergebnisse der unterschiedlichen Transduktions- und
Transformationsexperimente direkt vergleichbar waren.
Langfristige ErbB2-spezifische Cytotoxizita¨t
Die Kontrolle der langfristigen cTCR-Expression bildete die Basis fu¨r die weiteren Experimen-
te. Der Nachweis der Transkription [Abb. 4.5] und Translation [Abb. 4.6] des tricistronischen
Konstrukts in den T-Lymphozyten von drei Spendern gelang u¨ber einen Zeitraum von zwo¨lf
Monaten. Eine stabile Expression eines derartigen Transgens von einem viralen Vektor u¨ber
einen so langen Zeitraum war bisher nicht beschrieben und bietet somit erstmals die geeigneten
Voraussetzungen, die Wirkungen und Nebenwirkungen des Transgens in geeigneten Versuchs-
ansa¨tzen im Detail zu testen, bevor die transduzierten Zellen z.B. in einem gentherapeutischen
Ansatz Verwendung fa¨nden.
Durch die Verwendung Fluoreszenz-markierter Antiko¨rper in der Immunfluoreszenz konnten
cTCR-Moleku¨le auf der Oberfla¨che transduzierter T-Lymphozyten detektiert werden [Abb.
4.7]. Bei der mikroskopischen Auswertung fiel auf, dass die T-Lymphozyten, die mit dem
scfr-IRESrHVS transduziert worden waren, kleiner waren und ihr Zellkern weitestgehend das
komplette Cytoplasma ausfu¨llte. In der Literatur ist beschrieben, dass aktivierte T-Zellen einen
vergro¨ßerten Zellkern besitzen, da sich fu¨r die beginnende Transkription der Transkriptions-
faktoren der Anteil an Euchromatin vergro¨ßert [Jeong et al., 2009]. Dieses kann als ein Hinweis
gedeutet werden, dass diese Zellen eine besonders gute Viabilita¨t und einen hohen Aktivie-
rungsgrad haben. Fu¨r den BLT-Test wurde die Granulafreisetzung der T-Zellen im Normalzu-
stand ohne Kontrakt mit Tumorzellen bestimmt. Diese basale Granulafreisetzung ist bei den
T-Lymphozyten mit dem scfr-IRESrHVS niedriger als bei den WTfrHVS-T-Zellen. Eine Verrin-
gerung des Cytoplasma-Volumens durch erho¨hten Granulaaustritt kann somit ausgeschlossen
werden.
Die Funktonalita¨t der cTCR wurde mit Hilfe der ErbB2-positiven Standard-Tumorzelle MDA-
MB453 zu verschiedenen Zeitpunkten (1, 2, 3, 6, 9 und 12 mpi) getestet [Abb. 4.8]. Je la¨nger
sich die Zellen im transformierten Zustand befanden, desto signifikanter (zweiseitiger zweipa-
rametrischer T-Test [Tab.: 4.1]) wurden die Unterschiede zwischen den WTfrHVS- und scfr-
IRESrHVS-T-Lymphozyten. Die erho¨hte lytische Kapazita¨t kann somit eindeutig auf die lang-
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fristige, stabile Expression des cTCRs gegen ErbB2 zuru¨ckgefu¨hrt werden.
Zur direkten Visualisierung der Cytotoxizita¨t wurde die Tumorzelllinie MDA-MB453 mit dem
Acetoxymethylester Calcein-AM markiert, der u¨ber die Zellmembran diffundieren kann, und
die Abnahme der Fluoreszenz in Gegenwart der T-Lymphozyten unter dem Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet [Abb. 4.15]. Tumorzellen, die ohne T-Zellen oder mit den WTfrHVS-
transformierten T-Lymphozyten inkubiert wurden, zeigten eine vergleichsweise schwache Ab-
nahme ihrer Fluoreszenzsta¨rke. Diese schwache Abnahme la¨sst sich durch das Ausbleichen (pho-
tobleaching) des Calceins erkla¨ren, dass durch die zeitlich getakteten Fotoaufnahmen zustande
kommt. Dagegen zeigten Tumorzellen nach etwa 3 h Inkubation mit cTCR-exprimierenden
T-Zellen infolge der Zelllyse eine vollsta¨ndige Fluoreszenzabnahme, die der effizienten Cytoto-
xizita¨t entsprach.
Die beobachtete Lyse wird durch den Kontakt des cTCR auf der Oberfla¨che der T-
Lymphozyten mit den ErbB2-Rezeptoren auf den humanen Tumorzellen, ebenso wie
auf prima¨ren Tumor-Zellkulturen eingeleitet. Durch die ra¨umliche Na¨he werden die T-
Lymphozyten zu einer erho¨hten Fusion von intrazellula¨ren Granula mit ihrer Zellmembran
angeregt. Die neutrale Serinprotease Granzym B wird zusammen mit dem cytolytischen Pro-
tein Perforin aus den Granula in den extrazellula¨ren Raum abgegeben. Perforin bildet eine
Pore in der Zielzell-Membran, durch die Granzym B in die Zelle eindringen kann. Granzym B
verursacht in der Zielzelle auf unterschiedliche Weise den Zelltod. In der Literatur sind diverse
Zielproteine von Granzym B beschrieben, wie z.B. Bid, PARP, Caspase 3, Caspase 7, Caspase
8 und Lamin [Sutton et al., 2000; Bots und Medema, 2006]. Durch die Spaltung von Bid wird
in der Folge die Apoptose u¨ber die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien einge-
leitet. Außerdem wurde ein Caspase-abha¨ngiger Zelltod durch die Spaltung der Pro-Caspase 3
durch Granzym B beschrieben [Sutton et al., 2003]. Die gesteigerte Fusion der Granula in den
T-Lymphozyten mit der Zellmembran wurde mit Hilfe des BLT-Test untersucht. Dabei zeigte
sich eine Steigerung der Granulafreisetzung bei den cTCR-exprimierenden T-Lymphozyten im
Vergleich zu den WTfrHVS-transformierten T-Zellen. Diese Steigerung war bei ErbB2-tragenden
Tumorzellen wesentlich gro¨ßer als bei der ErbB2-negativen Tumorzelllinie MDA-MB468. Diese
Beobachtung du¨rfte darauf zuru¨ckzufu¨hren sein, dass die ErbB2-tragenden Tumorzellen eine
wesentlich sta¨rkere Stimulation der T-Lymphozyten durch die Bindung des cTCR an ErbB2
auslo¨sen. Durch Zugabe des Inhibitors Concanamycin A konnte die Tumorzell-Lyse durch
cTCR-exprimierende T-Zellen im BATDA-Cytotoxizita¨tstest blockiert werden. Concanamycin
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A ist als ein Inhibitor der perforinabha¨ngigen Lyse bekannt [Kataoka et al., 1996]. Somit sind
an der beobachteten Cytotoxizita¨t offensichtlich Granzym B und Perforin beteiligt.
Zielzell-Spektrum fu¨r die cTCR-exprimierenden T-Lymphozyten
Nach den zwo¨lfmonatigen Vorversuchen wurden die Experimente zur Induktion der Lyse auf
weitere Tumorzell-Typen ausgeweitet. Dazu wurden Tumorzelllinien und prima¨re Tumorzell-
kulturen zuna¨chst auf ihre ErbB2-Expression im Durchflusscytometer [Abb. 4.10] und Wes-
ternblot [Abb. 4.12] untersucht. Dabei zeigten sich stark unterschiedliche Expressionssta¨rken
bei den verschiedenen Zelllinien. Die humane Tumorzelllinie MDA-MB468 zeigte auch hier kei-
ne ErbB2-Expression und diente deshalb als Negativkontrolle. Die sta¨rkste ErbB2-Expression
wurde in der humanen ovariellen Tumorzelllinie SKOV3 gemessen. Im Gegensatz zu den stabil
immortalisierten Zelllinien zeigte die prima¨ren Tumorzellkultur ZG17 eine nur sehr geringe
ErbB2-Expression. Die Subpopulationen der prima¨ren Zellkulturen zeigten sowohl eine ho¨here
Proliferationsrate als die prima¨re Zellkultur als auch eine ausgepra¨gtere ErbB2-Expression.
Zusa¨tzlich wurden murine Zelllinien getestet, in die ErbB2 stabil transfiziert worden war. Die
ErbB2-Expression war in den murinen Zellen zwar vorhanden, aber im anschließenden BATDA-
Cytotoxizita¨tstest zeigten sie keine reproduzierbaren Ergebnisse, sodass die Versuche mit muri-
nen Zelllinien nicht fortgefu¨hrt wurden. Die variablen Lyseraten der murinen ErbB2-positiven
Zellen ko¨nnten auf eine xenogene Aktivierung der humanen cytotoxischen T-Lymphozyten
zuru¨ckzufu¨hren sein. Dagegen schien die ErbB2-spezifische Reaktion nicht ausgepra¨gt zu sein,
was fu¨r eine Beteiligung human-spezifischer kostimulatorischer Moleku¨le sprechen ko¨nnte.
Anhand der Ergebnisse der ErbB2-Expressionsanalyse, der Fa¨higkeit der Zellen, sich mit
dem Chelator BATDA markieren zu lassen [Abb. 4.11] und der Ergebnisse der wiederhol-
ten BATDA-Cytotoxizita¨tstests wurden neun verschiedene Zellkulturen fu¨r weiterfu¨hrende
Experimente ausgewa¨hlt, zu denen vier stabile Zelllinien, vier Subpopulationen und eine
prima¨re Zellkultur za¨hlten. Die Lyse der ausgewa¨hlten Zellkulturen durch die transformierten
T-Lymphozyten konnte im BATDA-Cytotoxizita¨tstest reproduzierbar nachgewiesen werden
[Abb. 4.13]. In einem zweiten Testsystem, dem Laktatdehydrogenase-Test wurden die gewon-
nenen Ergebnisse konsistent besta¨tigt [Abb. 4.14], wenn auch der prozentuale Wert der Lyse in-
nerhalb einer Zelllinie schwankte. Die Subpopulation KL5 zeigte im BATDA-Cytotoxizita¨tstest
z.B. eine ho¨here prozentuale Lyse als im Laktatdehydrogenase-Test. Eine strikte Korrelation
zwischen ErbB2-Expressionssta¨rke im Westernblot und prozentualer spezifischer Lyse war je-
doch nicht erkennbar. Die Zelllinie SKOV3, die im Durchflusscytometer und im Westernblot
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die sta¨rkste ErbB2-Expression aufwies, zeigte z.B. keine sta¨rkere Lyseinduktion als die prima¨re
Zellkultur ZG17. Hier ko¨nnte intrazellula¨res ErbB2 eine Rolle spielen, das vom cTCR auf T-
Zellen nicht erkannt werden kann.
Cytotoxische Kapazita¨t transduzierter CD4+ Zellen
Eine schwache Hintergrundlyse der humanen Tumorzellen konnte auch bei T-Lymphozyten
beobachten werden, die durch den HVS-Wildtyp (WTfrHVS) transformiert waren. Im Zellkul-
turversuch wird durch die Verwendung von Rundbodenplatten eine besonders enge ra¨umliche
Na¨he von T-Zellen und Tumorzellen hervorgerufen. Diese ra¨umliche Na¨he fu¨hrt infolge ei-
ner CD2-LFA3-Interaktion zu einer Grundaktivierung der transformierten T-Lymphozyten
und in dessen Folge zu einer ho¨heren Granulafreisetzung der T-Lymphozyten [Mittru¨cker et
al., 1992]. Zur Reduktion dieser Grundaktivierung wurde untersucht, ob CD4+-Helferzellen
mo¨glicherweise eine gezielte Cytotoxita¨t bei vermindertem Hintergrund aufweisen ko¨nnten.
Dazu wurden HVS-transformierte CD4+-T-Helferzellen durch negative magnetische Sortierung
generiert. Nach vier Monaten Kultivierung lagen reine CD4+-T-Zell-Populationen vor. Im Ver-
gleich zu CD8+-T-Lymphozyten desselben Spenders konnten die CD4+-T-Lymphozyten aber
keine spezifische Lyse bei den humanen ErbB2-positiven Tumorzelllinien induzieren. Dies ent-
spricht der Beobachtung, dass die Serinprotease Granzym B nur in cytotoxischen T-Zellen und
natu¨rlichen Killerzellen exprimiert wird [Bots und Medema, 2006].
Rhadinovirales Vektorsystem und adoptive T-Zell-Therapie
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei HVS um einen aussichtsreichen Vektor
fu¨r den Gentransfer und ggf. fu¨r die Gentherapie handelt. HVS-Vektoren weisen weitere Ei-
genschaften auf, die sie fu¨r die Gentherapie interessant machen. Dazu geho¨ren die Mo¨glichkeit,
große Fragmente und somit umfangreiche Transgene zu inserieren, sich nicht teilende Zellen zu
transduzieren und die latente episomale Persistenz ohne chromosomale Integration.
Bisher ist fu¨r HVS keine Onkogenita¨t beim Menschen beschrieben. Bestimmte Spezies von
Neuwelt-Primaten reagieren ho¨chst empfindlich mit der Entstehung von T-Zell-Leuka¨mien
[Fleckenstein und Desrosiers, 1982]. Ihre T-Zellen sind semipermissiv, d.h. sie werden transfor-
miert und produzieren gleichzeitig erhebliche Mengen an Virionen. Bei Makaken, den einzigen
untersuchten Altwelt-Primaten, ist die Permissivita¨t der transformierten T-Zellen sehr stark
reduziert, ebenso wie die Neigung zur Entwicklung von T-Zell-Lymphomen [Fleckenstein und
Desrosiers, 1982; Knappe et al., 2000; Rosenwirth et al., 2011]. Bei menschlichen T-Zellen liegt
nach der Transformation keine Permissivita¨t vor, so dass eine Freisetzung replikationskompe-
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tenter Viren unwahrscheinlich ist [Biesinger et al., 1992]. Deshalb wa¨re nach einer autologen
Transfusion ErbB2-reaktiver T-Zellen keine wesentliche Immunreaktion auf virale Strukturpro-
teine zu erwarten, weil sie nicht exprimiert werden. Dies wurde im Makakenmodell tatsa¨chlich
so beobachtet, obwohl die Permissivita¨t weniger strikt kontrolliert ist als bei humanen Zellen
[Knappe et al., 2000].
Durch ihre Fa¨higkeit, humane T-Lymphozyten zu stabilem Wachstum zu transformieren,
ko¨nnten HVS-Vektoren im adoptiven T-Zell-Transfer zum Einsatz kommen. Dieses Verfah-
ren beruht auf der Entnahme von T-Lymphozyten eines Patienten, die im Labor vera¨ndert
und vermehrt werden und danach wieder in den Patienten zu u¨bertragen werden. Derartige
prima¨re T-Zellen ko¨nnen nach ihrer Isolation in Gegenwart von Tumorantigenen spezifisch
amplifiziert werden [June, 2007]. Da es sich um ko¨rpereigene, autologe Zellen handelt, ist die
Immunreaktion des Patienten bei der Ru¨ckfu¨hrung der T-Zellen reduziert. Eine zusa¨tzliche
Mo¨glichkeit besteht jedoch darin, die Zellen wie in dieser Arbeit durch das Einbringen eines
cTCR gegen Tumormarker gerichtet zu vera¨ndern. Die hier gezeigte langfristige Expression des
cTCR nach Langzeit-Kultur sowie auch nach la¨ngerer Lagerung der Zellen bei -80°C ermo¨glicht
einen wiederholbaren Einsatz der transformierten T-Lymphozyten im Patienten.
Zur U¨bertragung der cTCR-Gene in die Ziel-T-Zellen wurden meistens retrovirale oder len-
tivirale Vektoren verwendet. Diese Vektoren integrieren jedoch ins Wirtsgenom, was eine In-
sertionsmutagenese und Onkogenaktivierung zur Folge haben kann [Li et al., 2002]. Einige
γ-retrovirale Vektoren zeigten im Versuch keine Genotoxizita¨t, so dass bisher u¨ber 200 Patien-
ten diese Art des Gentransfers erhalten haben. Die retroviral transduzierten T-Lymphozyten
erhielten ihre Genexpressionsprofile, Cytokinreaktionen und TCR-Vielfalt in vivo, ohne das T-
Zell-Repertoire einzuschra¨nken oder eine Immortalisierung infolge der Integration auszubilden
[Recchia et al., 2006; Bonini et al., 2006; Traversari et al., 2007; Maher, 2012]. Dagegen wurde
aber in einer Gentransferstudie zur Korrektur des Defekts der common gamma chain mehrere
T-Zell-Tumoren beobachtet, was die Verwendung retroviraler Tumoren bei Neugeborenen und
Kleinkindern stark einschra¨nkt [Hacein-Bey-Abina et al., 2010]. Diese Insertionsmutagenese ist
bei rhadinoviralen Vektoren aufgrund ihrer epsiomalen Persistenz nicht zu erwarten.
cTCR in der adoptiven Immuntherapie
cTCRs haben entscheidende Vorteile gegenu¨ber MHC-abha¨ngigen autologen Strategien zur
Tumortherapie. So kann derselbe cTCR-basierende Ansatz unter allogenen Bedingungen bei
verschiedenen Patienten weitgehend unabha¨ngig von ihrer individuellen MHC-Ausstattung
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verwendet werden, solange der Tumor das Zielgen exprimiert. Außerdem ko¨nnen Tumorzel-
len der Immunantwort durch Blockade der Antigenprozessierung und -pra¨sentation entgehen.
Dieser Mechanismus ist gegenu¨ber cTCR-tragenden T-Zellen nicht wirksam. Durch die nach
der Transformation beibehaltenen stabilen Eigenschaften der T-Lymphozyten besteht so die
Mo¨glichkeit, cTCR-tragende T-Zellen u¨ber den Blutstrom bis in die peripheren Tumoren zu
transportieren und dort die Tumorzellen abzuto¨ten. Bei einer autologen Transfusion wa¨re al-
lerdings eine allogene Immunreaktion zu vermeiden. Andererseits erkennt aber der cTCR sein
Antigen in einer MHC-unabha¨ngigen Weise, so dass eine kurzfristige Therapie auch unter allo-
genen Bedingungen realistisch erscheint. Hier wa¨re die Therapiezeit vermutlich strikt begrenzt
und die Elimination der therapeutischen Zellen zuverla¨ssig zu erreichen. Bestimmte MHC-
Konstellationen wu¨rden es aber auch ermo¨glichen, dass allogene therapeutische T-Zell-Linien
bei einem hohen Prozentsatz von Patienten bei weitgehender Kompatibilita¨t einsetzbar wa¨ren.
Ein weiterer wesentlicher Vorteil wa¨re die Mo¨glichkeit, die cTCR auch gegen weitere Makro-
moleku¨le zu richten. Hierbei wa¨ren z.B. TAG72, ein tumorassoziiertes Glykoprotein, und GD3,
ein Gangliosid der Haut, von Interesse [Hombach et al., 1997; Yun et al., 2000].
Fu¨r einen klinischen Versuch wa¨ren cTCR der zweiten und dritten Generation vorteilhaft, da
Versuche zeigten, dass Zellen mit cTCR der zweiten Generation nach der Infusion in den Pati-
enten la¨ngere U¨berlebenszeiten besitzen [Kalos et al., 2011; Porter et al., 2011; Savoldo et al.,
2011]. Außerdem ko¨nnten vor der adoptiven Immuntherapie die ko¨rpereigenen Lymphozyten
vernichtet werden, damit sie nicht mit den u¨bertragenen Zellen konkurrieren ko¨nnen [Dudley
et al., 2002; Pegram et al., 2012]. Allerdings wa¨re dieser eher radikale Weg vermutlich mit
erheblichen Komplikationen einer sehr starken Immunsuppression im Sinne opportunistischer
Infektionen behaftet. Weitere Mo¨glichkeiten sind die gleichzeitige Gabe von cTCR-Transgenen
auf virusspezifischen T-Lymphozyten [Murphy et al., 2007; Pule et al., 2008; Full et al., 2010;
Terakura et al., 2012] oder Cytokinen besonders IL-2 [Till et al., 2008], aber nur in niedrigen
Dosen [Lotze et al., 2012]. In einer in vivo-Anwendung wurde gezeigt, dass die cTCR-tragenden
Zellen nicht immer problemlos zum Tumor transportiert werden [Parente-Pereira et al., 2011].
Deshalb wurden weitere Strategien entwickelt, die Wanderung der T-Lymphozyten durch che-
motaktische Moleku¨le zu verbessern [Kershaw et al., 2002; Moon et al., 2011].
Zur Vermeidung einer graft-versus-host-Reaktion und der damit verbundenen akuten und chro-
nischen Toxizita¨t wurde der Einbau von Suizidgenen wie z.B. der Thymidinkinase von HSV-1
in die viralen Vektoren untersucht [Hiller et al., 2000]. Weitere Mo¨glichkeiten sind die Ver-
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wendung einer induzierbaren Caspase 9 [Straathof et al., 2005] zur gezielten Induktion der
Apoptose, oder die Expression von CD20, das durch einen CD20-abbauenden Antiko¨rper wie
Rituximab erkannt werden kann. In dieser Arbeit wurde daher zusa¨tzlich untersucht, ob durch
die regulierte Expression von tBid oder reverse Caspase 3 [Abschnitt 4.3] eine gezielte Elimina-
tion transduzierter Zielzellen erreicht werden kann. Allerdings konnte noch keine ausreichend
langfristige Expression zusa¨tzlicher Transgene in HVS-transformierten T-Zellen erreicht wer-
den.
In pra¨klinischen Studien mit ErbB2-spezifischen murinen cTCR-T-Zellen konnte gezeigt wer-
den, dass HER2-exprimierende benigne Zellen im Gehirn und in der Mamma nicht erkannt
wurden, aber dennoch ein ErbB2-positiver Tumor durch die cTCR-T-Lymphozyten ange-
griffen werden konnte [Wang et al., 2010]. Die adoptive autologe Immuntherapie mit cTCR-
exprimierenden T-Zellen war im Fall eines Ma¨dchens erfolgreich, das an Akuter Lymphatischer
Leuka¨mie litt und bei dem eine Chemotherapie keine Erfolge erzielt hatte. Hier wurden prima¨re
autologe T-Lymphocyten mit von HIV abgleiteten lentiviralen Vektoren fu¨r einen gegen CD19
gerichteten cTCR (CART19) transduziert. Diese T-Zellen richteten sich gegen die Tumor-B-
Zellen und zersto¨rten diese, so dass es zu einer Remission kam [Porter et al., 2011].
Der Einzelkettenantiko¨rper scFv-(FRP5)
Schon Paul Ehrlich suchte nach Varianten bakterieller Toxine, die im Organismus eine geziel-
te Wirkung ausu¨ben, ohne den Ko¨rper zu scha¨digen. Diese Wirkstoffe nannte er Zauberku-
geln (magic bullets). Der ErbB2-spezifische Antiko¨rper scFv-(FRP5) fu¨r den hier verwende-
ten cTCR leitet sich aus einem monoklonalen Antiko¨rper ab, der detailliert untersucht wur-
de [Harwerth et al., 1992; Harwerth et al., 1993]. Zusa¨tzlich wurde dieser scFv-Antiko¨rper
auch zu einem rekombinanten Einzelkettenantiko¨rper-Toxin entwickelt [Wels et al., 1992]. Das
dort verwendete rekombinante Toxin wurde bereits in vitro, im Tiermodell und in einer klini-
schen Studie Phase I getestet. Eine antitumorale Aktivita¨t konnte gegen prima¨re Mamma- und
Ovarialkarzinom-Zelllinien gezeigt werden [Wels et al., 1992; Spyridonidis et al, 1998]. Die loka-
le oder systemische Gabe des Toxins inhibierte das in vivo-Wachstum von humanen Tumoren
oder Tumorzellen, die stabil mit ErbB2 transfiziert worden waren [Harwerth et al., 1993; Wels
et al., 1995; Altenschmidt et al., 1997; Maurer-Gebhard et al., 1998; Schmidt et al., 2001]. Die
Phase I einer klinischen Studie ergab, dass eine systemische Gabe des Einzelkettenantiko¨rper-
Toxins vertra¨glich ist. Außerdem konnte eine teilweise neutralisierende Aktivita¨t nachgewiesen
werden [von Minckwitz et al., 2005]. Eine First-in-man-Studie mit einem a¨hnlichen cTCR auf
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der Basis des Antiko¨rpers Trastuzumab hatte im Jahre 2010 den Tod der Patientin zur Folge,
da die Menge (1010) der verabreichten cTCR-transduzierten Lymphozyten offenbar bei Wei-
tem zu hoch gewa¨hlt wurde [Morgan et al., 2010]. Bei der Patientin kam es zur Atemnot, da
die Zellen in der Lunge verblieben und dort inflammatorische Cytokine freisetzten, da auch
Lungenepithelzellen eine niedrige ErbB2-Expression aufweisen [Press et al., 1990]. Aktuell fin-
den einige klinische Studien der Phase I statt, bei denen die Vertra¨glichkeit und ggf. auch
die Wirksamkeit von cTCR gegen ErbB2 weiter getestet werden sollen [Studienidentifikation
NCT00902044, NCT01109095 und NCT00889954].
Ausblick
Der in dieser Arbeit durch rhadinovirale Vektoren exprimierte cTCR gegen ErbB2 veran-
lasste die transduzierten humanen T-Lymphozyten zu einer spezifischen Lyse humaner ErbB2-
positiver Tumorzelllinien in vitro. Fu¨r die in vivo-Situation wa¨ren Tiermodelle wu¨nschenswert.
Die Wirkung TCR-exprimierender humaner T-Zellen ko¨nnte in humanisierten Ma¨usen mit hu-
manen ErbB2-positiven Tumoren getestet werden. Die Verwendung muriner T-Lymphozyten
ist nicht praktikabel, da sie sich durch HVS nicht transformieren lassen und kein stabiles
Wachstum zustande kommt. Bei nicht-humanen Spezies wie z.B. Makaken sind ErbB2-positive
Tumormodelle nicht bekannt. Entsprechend ka¨me eine experimentelle Therapie ggf. dann in-
frage, wenn bei einem ErbB2-positiven Tumor die konventionellen Therapieformen versagt
haben und keine therapeutischen Alternativen mehr zur Verfu¨gung stehen. Insofern eignen
sich die bisherigen Experimente vor allem dazu, die grundsa¨tzliche Eignung dieses Vektor-
systems fu¨r T-Zellen darzulegen. Fu¨r einen gezielten therapeutischen Einsatz wa¨ren vermut-
lich andere Zielstrukturen notwendig. Da cTCR gewo¨hnlich von ohnehin funktionellen mo-
noklonalen Antiko¨rpern abgeleitet sind, wa¨re die Expression eines kompletten heterodime-
ren TCRs eine weitere wesentliche Anwendung. In diesem Zusammenhang klonierte ich die
Leserahmen fu¨r einen kompletten Vγ9Vδ2-TCR als tetracistronisches Konstrukt an diesel-
be Stelle in das virale HVS-Genom, rekonstituierte die Viren und transduzierte mehrere hu-
mane T-Lymphozytenpopulationen. Vγ9Vδ2-TCR stellen den Hauptanteil an γδ-T-Zellen im
Menschen. Ihre Aufgabe ist die Abwehr gegen intrazellula¨re Pathogene und besonders gegen
ha¨matologische Tumoren [Kaufmann und Kabelitz, 1991]. Versuche haben gezeigt, dass derar-
tige γδ-T-Lymphozyten in vitro in der Lage sind, Lymphom- und Myelomzelllinien zu lysieren
[Fisch et al., 2000]. Durch HVS-Vektoren mit γδ-TCR transduzierte T-Zellen sollen dann auf
die Transgen-Expression und auf ihre anti-Tumorzell-Aktivita¨t untersucht werden.
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5.2 Tumorspezifische Transgenexpression durch regulatorische
Elemente des Alpha-Fetoproteins
AFP-abha¨ngige Expression des Tet-Doppelschalters
Die regulatorische Region des zellula¨ren AFP-Gens besteht aus zwei Enhancern, zwei Silencern
und einem Promotor [Kaneko und Tamaoki, 2001]. Die komplette Kassette umfasst ca. 5 kb, wo-
durch sich eine Gesamtgro¨ße des zu inserierenden Bereichs aus Regulationseinheit, Tet-Schalter
und Transgen Inserts von fast 11 kb ergibt. Hierbei handelt es sich somit um das bisher gro¨ßte
in das HVS-Genom inserierte Fremd-DNA-Fragment [Toptan et al., 2010a]. Die Insertion der
regulatorischen Kassette des AFP-Gens erfolgte in ein Doppelschalter-Tet-On-System, dass
sich bereits im BAC-klonierten Virus-Genom befand [Toptan, 2010b]. Die AFP-regulatorische
Kassette wurde fu¨r die Expression des reversen Tet-abha¨ngigen Transaktivators und des Tet-
abha¨ngigen Transsilencers eingesetzt. Deshalb sollten die drei untersuchten Transgene vom
AFP-Expressionsstatus der Zelle und von der Anwesenheit von Dox strikt abha¨ngig sein. Bei
den Transgenen handelte es sich um eGFP als Kontrolle und um die proapoptotischen Gene fu¨r
reverse Caspase 3 und tBid. Die Insertion mit Hilfe der En passant-Mutagenese durch doppelte
homologe Rekombination konnte rasch und zielgerichtet erreicht werden. Die Rekonstitution
der Apoptose-induzierenden Viren erfolgte bei niedrigeren Temperaturen (32,5°C), bei denen
die Apoptose gehemmt ist und somit ho¨here Virustiter zu erreichen sind.
Die Transduktionsraten von Hepatomzellen mit HVS waren generell hoch genug [Abb. 4.23;
Abb. 4.24], damit klare Aussagen u¨ber die Abha¨ngigkeit der Expression von der AFP-
Expressionssta¨rke und von der Dox-Gegenwart mo¨glich wurden. Als AFP-positive Zellen
erwiesen sich die Zelllinien Huh7, Huh7.5 und HepG2. Die Zelllinie Huh7.5 wurde fu¨r die
folgenden Versuche ausgewa¨hlt, da sie eine mittelgradige eGFP-Expressionsrate zeigte und
in der Zellkultur problemlos handzuhaben war. Die Zelllinien Hep3B, SK-Hep1, HuccT1 und
AKN1 hatten keine AFP-Expression. Zum Vergleich wurden deshalb die zwei Zelllinien Hep3B
und SK-Hep1 ausgewa¨hlt, die eine hohe und eine niedrige eGFP-Expression nach Transduk-
tion mit dem AFP-unabha¨ngigen HVS-Vektor hCGF∆1rHVS zeigten. Die Versuche mit eGFP
als Transgen wiesen auf eine AFP- und Dox-abha¨ngige Expression des Transgens hin. Die
Anzahl der eGFP-exprimierenden Zellen war dabei abha¨ngig von der verwendeten Zelllinie.




Apoptose-Induktion durch den AFP- und Tet-regulierten Doppelschalter
Bei Verwendung proapoptotischer Transgene konnte im Westernblot die Dox-induzierte PARP-
Spaltung nach 6 h Induktion fu¨r alle Zelllinien nachgewiesen werden, die mit dem AFP-
unabha¨ngigen HVS-Vektor hCBF∆1rHVS transduziert worden waren [Abb. 4.25; nicht alle
Daten gezeigt]. Da die Westernblots mit reverser Caspase 3 als Transgen (hCCF∆1rHVS)
durchwegs keine PARP-Spaltung zeigten, wurden diese Viren in weiteren Versuchen nicht
mehr verwendet. Das Fehlen der Apoptose-Induktion durch die Effektor-Caspase reverse Cas-
pase 3 ko¨nnte daran liegen, dass ihre Funktion am Ende der Apoptose-Signalkaskade liegt
[Nun˜ez et al., 1998]. Die Funktion des Proteins tBid liegt dagegen wesentlich fru¨her am Beginn
dieser Kaskade und induziert durch die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c und Ca2+
sowohl die Umstrukturierung der Zellmembran als auch die Aktivierung der Initiator-Caspase
9 durch Apaf-1. Diese Initiator-Caspase spaltet verschiedene Effektor-Caspasen (3, 6 und 7),
wodurch es zu einer breiten Aktivierung der Apoptose kommt.
Nach der Transduktion mit den AFP-abha¨ngigen tBid-Vektoren (AhCBF∆1rHVS) zeigten die
Westernblots nur bei der AFP-positiven Zelllinie Huh7.5 eine PARP-Spaltung. Diese Spaltung
war jedoch schwach und nur nach la¨ngerer Belichtungszeit deutlich zu sehen. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass auch die Apoptoseinduktion infolge der AFP-regulatorischen Kassette in
den Virusvektoren eindeutig von AFP abha¨ngig war. Im Vergleich zu den AFP-unabha¨ngigen
PGK-regulierten Virusvektoren war die Sta¨rke der Apoptoseinduktion durch das Einfu¨gen
der AFP-regulatorischen Kassette deutlich reduziert. Diese Reduktion zeigte sich auch bei
der Auswertung des TUNEL-Tests, die sowohl mikroskopisch als auch im Fluorimeter erfolgte
[Abb. 4.27; Tab. 4.2]. In Huh7.5-Zellen zeigten sich in der Quantita¨t der Apoptoseinduktion
deutliche Unterschiede zwischen den PGK- und AFP-regulierten Vektoren. Außerdem wa-
ren Zelltyp-abha¨ngige Unterschiede zu erkennen. Die AFP-negative Zelllinie SK-Hep1 zeigte
im TUNEL-Test eine sta¨rkere gru¨ne Fluoreszenz als Hep3B. Im TUNEL-Test konnte man
zusa¨tzlich eine sehr schwache Apoptoseinduktion ohne die Zugabe von Dox erkennen. Diese
Hintergrundaktivita¨t (leakiness) des Tet-On-Systems war bei Zellen mit ausgepra¨gter Apop-
tose in Abwesenheit von Dox sta¨rker sichtbar. Auch die zusa¨tzliche AFP-abha¨ngige Kontrolle
konnte die Hintergrundexpression in Abwesenheit von Dox nicht vollsta¨ndig verhindern, wie
es bei der AFP-positiven Zelllinie Huh7.5 zu beobachten war.
In den beiden anderen Apoptosetests (Annexin-V-Propidiumiodid und LDH) zeigten sich in
der Zelllinie Huh7.5 allerdings keine quantitativen Unterschiede zwischen den Virusvektoren
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mit und ohne AFP-Regulation. Im Annexin-V-Propidiumiodid-Test werden die Zellen mit rot
fluoreszierendem Propidiumiodid und gru¨n fluoreszierendem, FITC-gekoppeltem Annexin V
angefa¨rbt [Abb. 4.26]. Die Ha¨lfte der Kulturen der transduzierten Zellen wurden fu¨r 6 und
24 h mit Dox induziert, im Anschluss markiert und im Durchflusscytometer vermessen (nicht
alle Daten gezeigt), wa¨hrend die andere Ha¨lfte der Kulturen kein Dox erhielt. Die Geschwin-
digkeit der Apoptoseinduktion war in den verschiedenen Hepatomzellen sehr unterschiedlich,
sowohl zwischen den Zelllinien als auch zwischen den Virusvektoren. Bei der Zelllinie Huh7.5
zeigte sich schon nach 6 h eine deutliche Zunahme der Annexin-V-Fa¨rbung, die auf ein fru¨hes
Stadium der Apoptose hinweist. Nach 24 h war der Annexin-V-Status bei den Zellen mit und
ohne Dox nahezu gleich, aber der Anteil an Propidiumiodid-gefa¨rbten Zellen nahm um jeweils
20 % zu. Nach 24 h handelte es sich somit um einen spa¨ten Zeitpunkt der Apoptose. Die
Verschiebung der Signale in den zweidimensionalen Punktwolken war deutlich zu erkennen
[Abb. 4.26]. Der Anteil der ungefa¨rbten Zellen war nach 24 h deutlich reduziert. Nach 24 h
zeigte sich eine quantitativ vergleichbare Apoptose bei Huh7.5-Zellen, die mit AFP- oder PGK-
regulierten tBid-Vektoren (AhCBF∆1rHVS bzw. hCBF∆1rHVS) transduziert worden waren. In
den AFP-negativen Zellen konnte die Apoptose mit dem Annexin-V-Propidiumiodid-Test nur
dann nachgewiesen werden, wenn diese mit dem AFP-unabha¨ngigen Vektor hCBF∆1rHVS
transduziert waren. Auch hier war ein deutliches Fortschreiten der Apoptose 24 h nach der
Dox-Induktion zu erkennen. Bei SK-Hep1 war nach 6 h nur ein schwacher Anstieg der Zahl
Annexin-V-gefa¨rbter Zellen zu sehen. Im zweiten Test wurde die Menge an austretender Lak-
tatdehydrogenase gemessen [Abb. 4.28]. Die LDH-Werte waren bei Huh7.5-Zellen bei beiden
Apoptose induzierenden viralen Vektoren wiederum gleich stark. Bei Hep3B-Zellen war in die-
sem Test die Apoptose deutlicher zu erkennen als im TUNEL-Test. Die nicht transduzierten
Kontrollzellen und die mit WTf∆1rHVS-transduzierten Hepatomzellen zeigten generell sehr
niedrige Apoptoseraten und keine Apoptose-Induktion nach Dox-Gabe. Entsprechend lo¨st die
HVS-Transduktion weder eine Lyse der Hepatomzellen aus, noch fu¨hrt sie zur Virusreplikation.
Kinetik der Apoptose-Induktion
Im Vergleich zu der konstitutiv PGK-regulierten Variante der Virusvektoren war die Apoptose-
Induktion bei den Vektoren mit der AFP-regulatorischen Kassette deutlich verzo¨gert. In den
Versuchen nach 6 h Dox-Induktion war ein quantitativer Unterschied der Apoptosemerkmale
im TUNEL-Test und PARP-Nachweis zu erkennen. Nach 24 h war dieser quantitative Unter-
schied (LDH bzw. Annexin V) nicht vorhanden. Das bedeutet, dass nach Transduktion durch
die PGK-regulierten Vektoren das fru¨he Stadium der Apoptose sta¨rker abla¨uft als bei den
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AFP-regulierten Virusvektoren. Der Grund fu¨r diese verzo¨gerte Induktion du¨rfte im generell
schwa¨cheren Transgen-Expressions-Niveau liegen, das durch eGFP nachgewiesen wurde.
Bei dem Annexin-V-Propidiumiodid-Test wird einerseits die Annexin-V-Menge auf der Au-
ßenseite der Zellmembran detektiert und andererseits werden Zellen mit poro¨ser Zellmembran
nachgewiesen, wodurch Propidiumiodid bis in den Zellkern gelangen und in die DNA interkalie-
ren kann. Beim LDH-Test wird ebenfalls die Menge der Zellen gemessen, die bereits eine poro¨se
Zellmembran haben. Diese Parameter werden erst in einem spa¨ten Zeitpunkt der Apoptose
sichtbar und ko¨nnen somit erst 24 h nach der Dox-Induktion bestimmt wurden. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Apoptoseraten in den Zellen, die durch die PGK- und AFP-regulierten
Vektoren induziert wurden, wieder auf demselben Niveau.
Der Virusvektor mit der AFP-Regulation des Tet-Doppelschalters ist somit in der Lage,
abha¨ngig von der zellula¨ren AFP-Expression Apoptose zu induzieren. Die AFP-abha¨ngige
Apoptose ist im Vergleich zur AFP-unabha¨ngigen Apoptose zeitlich verzo¨gert, zeigt jedoch
nach 24 h eine vergleichbare Effizienz. Die Kombination der hier beschriebenen Methoden
ermo¨glicht somit eine zeitliche aufgelo¨ste Betrachtung der Apoptoseinduktion in Hepatomzel-
len.
AFP-regulierte Virusvektoren
Die AFP-abha¨ngige Expression von Suizidgenen wurde bereits mit einem gentherapeutischen
adenoviralen Vektor beschrieben [Kaneko und Tamaoki, 2001]. In der Arbeit wurde eine
verku¨rzte AFP-regulatorische Kassette mit dem Rous-Sarkom-Virus-Promotor verglichen. Die
Expression der HSV-1-Thymidinkinase sollte hier gezielt in AFP-produzierenden Zellen indu-
ziert werden. Die Thymidinkinase wandelt Desoxythymidin zu Desoxythymidinphosphat um,
das nach weiterer Phosphorylierung in die DNA eingebaut werden kann. Das Medikament
Ganciclovir wird durch die virale Thymidinkinase monophosphoryliert, dann durch zellula¨re
Kinasen zum Triphosphat erweitert und induziert beim Einbau in die zellula¨re DNA den
Kettenabbruch. Die AFP-negative Zelllinie SK-Hep1 zeigte nach Infektion mit diesem Vek-
tor keine Thymidinkinaseexpression. Bei einem Vektor ohne die AFP-regulatorische Kassette
wurde hingegen eine Expression festgestellt. In der AFP-positiven Zelllinie Huh7 zeigte sich
bei beiden Vektoren eine Expression der Thymidinkinase. Nacktma¨usen wurden Huh7- oder
SK-Hep1-Zellen und Ganciclovir intraperitoneal injiziert. Die Tumore, die mit dem Vektor
ohne die AFP-regulatorische Kassette transduziert wurden, bildeten sich in allen Ma¨usen
vollsta¨ndig zuru¨ck. Von den Tumoren, die mit dem Vektor mit regulatorischer AFP-Kassette
119
5 Diskussion
transduziert wurden, bildeten sich nur die zuru¨ck, die aus AFP-positiven Huh7-Zellen be-
standen. Auch in diesen Versuchen zeigte sich, dass die Transgenexpression in den Zellen
mit AFP-Vektoren geringer war als in Zellen mit normalen Vektoren [Kaneko und Tamaoki,
2001]. Die vom AFP-Promotor abha¨ngige Expression der Thymidinkinase von HSV-1 wurde
von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben [Su et al., 1997; Mawatari et al., 1998]. Es wurden
jedoch auch andere Gene durch den AFP-Promotor reguliert exprimiert. In einem replikations-
defekten retroviralen Vektor wurde die transkriptionsregulatorische Sequenz von AFP mit der
codierenden Doma¨ne der Thymidinkinase des Varicella-Zoster-Virus kombiniert. Dieser Vektor
wurde dazu verwendet, HepG2-Zellen zu transduzieren. Die Expression der Thymidinkinase
korrelierte mit der endogenen Expression von AFP in den meisten Einzelzellklonen [Huber
und Richards, 1996]. In einem rekombinanten Adenovirus wurde die Recombinase Cre unter
dem AFP-Promotor exprimiert. Die Expression wurde in in vitro- und in in vivo- Tumor-
modellen gezeigt [Sato et al., 1998]. In vorangegangenen Arbeiten wurden Luciferasevektoren
kloniert, die als Promotor-Elemente entweder nur den AFP-Promotor oder die komplette re-
gulatorische Kassette von AFP enthielten. Eine hepatomzellspezifische und starke Expression
der Luciferase war nur mit der regulatorischen Kassette mo¨glich. Dieses Pha¨nomen wurde
bereits in der Literatur beschrieben [Watanabe et al., 1987; Ido et al., 1995, Hurtado Pico´
et al., 2005]. Fragmente des AFP-Enhancer-Promotors, denen wesentliche Abschnitte fehlen,
konnten keine AFP-spezifische Transgenexpression vermitteln [Lam et al., 2007]. Deshalb wur-
den andere Promotoren wie der PGK-Promotor in Verbindung mit der AFP-regulatorischen
Kassette verwendet [Cao et al., 2001]. Dabei erwiesen sich sowohl der AFP-Enhancer als auch
der AFP-Silencer als entscheidend bei der tumorselektiven AFP-Expression [Watanabe et al.,
1987; Nakabayashi et al., 1991]. Außerdem hatten Vektoren ohne die AFP-Silencer zwar eine
hohe Tumorspezifita¨t, zeigten aber auch eine Transgenexpression in Tumoren mit sehr schwa-
cher AFP-Produktion [Kanai et al., 1996; Igarashi et al., 1998; Mawatari et al., 1998].
Ausblick
Die Ergebnisse aus der Literatur legen nahe, dass die Expressionsraten der AFP-
Regulationseinheit durch die Integration eines heterologen Promotors verbessert werden
ko¨nnten. Damit ko¨nnte eine ho¨here Transgenexpression und eine fru¨here Apoptose-Induktion
nach Dox-Gabe erreicht werden. In Analogie zur Nutzung der AFP-Regulation ko¨nnten auch
andere Zelltyp-spezifische Regulationseinheiten fu¨r die Kontrolle des Tet-Doppelschalters ein-
gesetzt werden. Hierfu¨r ist die hohe Klonierungskapazita¨t von HVS-Vektoren vorteilhaft.
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5.3 T-Zell-spezifische Expression durch den CD2-Enhancer-
Promotor
In meiner Diplomarbeit sollte die regulierte Fremdgen-Expression in T-Lymphozyten verbes-
sert werden [Hu¨ske, 2010]. Dort gelang zwar die Expression des eGFP, jedoch konnte durch den
Austausch gegen apototische Gene (tBid und reverse Caspase 3) die Apoptose nur in Jurkat-
Zellen und nicht in prima¨ren humanen T-Lymphozyten induziert werden. Durch die Verwen-
dung des CD2-Promotors oder der Kombination aus CD2-Promotor und CD2-Enhancer sollten
die vorliegenden rekombinanten viralen HVS-Vektoren fu¨r humane T-Lymphozyten verbessert
werden. In humanen T-Lymphozyten kommt es in Folge der Transformation durch HVS zu einer
versta¨rkten Proliferation durch eine CD2-Hyperreaktivita¨t [Mittru¨cker et al., 1992]. Da CD2 in
prima¨ren und in transformierten T-Zellen stark exprimiert wird, sollte sich der CD2-Enhancer-
Promotor fu¨r diesen Zweck eignen, den Tet-Doppelschalter T-Zell-spezifisch zu exprimieren.
Nach der Virusrekonstitution aus den durch Rekombination generierten BAC-Varianten wur-
den prima¨re humane T-Lymphozyten mit Viren transduziert, die eGFP unter Kontrolle der
verschiedenen Promotorelemente exprimierten. Hier zeigte sich, dass die Transgen-Expression
durch den Einbau der CD2-Elemente im Vergleich zu dem HTLV-EF1α-Hybridpromotor nicht
gesteigert werden konnte [Abb. 4.32]. Die Hintergrundaktivita¨t des Tet-Schalters in Abwe-
senheit von Dox war weiterhin vorhanden. Die geringere Hintergrundaktivita¨t bei den CD2-
regulierten Viren du¨rfte auf die generell niedrige eGFP-Expressionsrate zuru¨ck zu fu¨hren sein.
Vier Wochen nach der Transduktion und Induktion der Zellen war keine eGFP-Expression mehr
vorhanden. Trotzdem wurden in der Folge humane T-Lymphozyten mit den CD2-regulierten
Apoptosegen-tragenden Viren transduziert und es wurde versucht, die Apoptose zu induzieren
[Abb. 4.33]. Eine signifikante Steigerung der Apoptoseinduktion war nach Dox-Gabe nicht zu
sehen. Da in der vorangegangen Diplomarbeit die Apoptose zumindest in Jurkat-Zellen gezeigt
werden konnte, wurden auch diese mit den Apoptosegen-tragenden Viren infiziert [Abb. 4.34].
Die Ausgangsviren mit dem Fusionspromotor und tBid als Apoptosegen konnten nach 6 h
eindeutig eine Apoptose induzieren. Die Viren mit den CD2-Elementen waren jedoch selbst
in den Jurkat-Zellen hierzu nicht in der Lage. Fu¨r derartige experimentelle Ansa¨tze ka¨me die




Zur Expression des murinen Glykoproteins gp130 wurden gp130 und dsRed u¨ber eine IRES-
Sequenz verbunden und als konstitutiv exprimierte und als Dox-induzierte Variante mit ver-
schiedenen Promotoren (HTLV-EF1α-Fusionspromotor oder hCMV-Promotor) und in beiden
Orientierungen in den Leserahmen ORF75 ins virale Genom rekombiniert. Die Viren wurden
rekonstituiert und die Transduktionsraten in der ovarialen Hamsterzelllinie CHO und in der
murinen Pro-B-Zell-Linie BAF3 ausgetestet. Da sich BAF3 nicht mit HVS infizieren ließ, diente
die Hamsterzelllinie CHO als Grundlage fu¨r die Expressions- und Funktionsexperimente. Die
Analyse der dsRed-Expression der Zellen im Durchflusscytometer zeigte [Abb. 4.39], dass die
konstitutive Variante und die Dox-induzierte Variante mit dem HTLV-Fusionspromotor kei-
ne Expression aufwies. Dagegen ermo¨glichten die Dox-induzierten Varianten mit dem hCMV-
Promotor eine induzierte dsRed-Expression in den Hamsterzellen. Im Westernblot wurde paral-
lel dazu die gp130-Expression in diesen Zellen analysiert [Abb. 4.40A]. Die gewonnen Ergebnisse
stimmten mit denen der dsRed-Expression u¨berein, wobei eine geringe gp130-Expression auch
in der Dox-induzierten reversen Variante mit dem HTLV-EF1α-Promotor zu finden war. Das
Dox-induzierte Konstrukt mit dem hCMV-Promotor in direkter Orientierung wurde im Wei-
teren dazu verwendet, die Funktionalita¨t von gp130 zu bestimmen. Dazu wurden tranduzierte
CHO-Zellen fu¨r verschiedene Zeitra¨ume mit IL-6 induziert und die Menge an phosphoryliertem
STAT3 bestimmt. STAT3 wandert nach seiner Phosphorylierung als Homo- oder Heterodimer
in den Zellkern und wirkt dort als Transkriptionsaktivator. Mit dem hCMV-regulierten Virus-
vektor transduzierte CHO-Zellen zeigten eine starke STAT3-Aktivierung nach Gabe von Dox
und IL-6 nach 15 min [Abb. 4.40B].
Diese Virusvektoren wurden im Institut fu¨r Physiologie der Medizinischen Universita¨t Inns-
bruck zur Transduktion prima¨rer Mausneurone eingesetzt, bei denen infolge einer konditionalen
gp130-Defektmutation [Andratsch et al., 2009] keine gp130-Expression und dadurch ein Defekt
in nozizeptiven Funktionen vorliegt. In Vorversuchen war die Suszeptibilita¨t von Mausneuronen
fu¨r die Transduktion mit HVS bereits gezeigt [Hu¨ske, 2010; Toptan, 2010]. Nach der Transduk-
tion und in Gegenwart von Dox zeigte sich die Ausbildung von Neuriten, die in Abwesenheit von
Dox unterblieb. Somit konnte hier die funktionelle Rekonstitution eines genetischen Defekts
durch die Transduktion prima¨rer sensorischer Maus-Neurone gezeigt werden.
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5.5 miRNAs von Herpesvirus saimiri
In diesem Projekt wurde eine konservierte virale miRNA von HVS identifiziert und untersucht.
Zu Beginn wurde der entsprechende DNA-Bereich aus verschiedenen HVS-Sta¨mmen unter-
schiedlicher Subgruppen sequenziert und daraus eine Sekunda¨rstruktur vorhergesagt [Tab. 4.3;
Abb. 4.42]. Durch die Verwendung von TaqMan-Sonden fu¨r den 5p-Arm und 3p-Arm der miR-
NA HSUR2 von HVS C488 wurden verschiedene lytisch und latent infizierte Zellsysteme auf die
Anwesenheit dieser miRNA untersucht. Die miRNA konnte sowohl in infizierten OMK-Zellen
als auch in transduzierten T-Lymphozyten vom Menschen und vom Affen nachgewiesen werden
[Abb. 4.43A]. Der Nachweis der HSUR2 erfolgte im Anschluss zusa¨tzlich durch Northernblots
[Abb. 4.43B] und das NGS-Verfahren [Tab. 4.4]. Anschließend wurde die Regulation zellula¨rer
miRNAs in den verschiedenen Proben durch NGS untersucht, wobei nur die ha¨ufigsten fu¨nf
zellula¨ren miRNAs in jeder Probe aufgefu¨hrt wurden [Tab. 4.5]. Drei zellula¨re miRNAs traten
dabei vermehrt auf. Eine Hochregulation der zellula¨ren miR-155 war in allen infizierten Zellen
zu finden. Die miR-155 ist eine mehrfach beschriebene, multifunktionelle miRNA [Eis et al.,
2005; Kluiver et al., 2005; Tam und Dahlberg, 2006; Faraoni et al., 2009; Zhang et al., 2013].
Diese miRNA spielt eine Rolle in verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen,
wie der ha¨matopoetischen Differenzierung, Immunologie, Entzu¨ndung, Tumorigenese und bei
kardiovaskula¨ren Erkrankungen [Esquela-Kerscher und Slack, 2006; Martin et al., 2006; Giro-
nella et al., 2007; Masaki et al., 2007; O’Connell et al., 2007; Rodriguez et al., 2007]. miRNAs,
die mit Tumorigenese in Verbindung stehen, werden als Oncomirs bezeichnet [Esquela-Kerscher
und Slack, 2006]. Außerdem steht miR-155 in Verbindung mit Infektionen durch DNA-Viren
[Gottwein et al., 2007; Skalsky et al., 2007; Yin et al., 2008]. Die miR-21 war in den untersuch-
ten Proben am zweitha¨ufigsten zu finden [Krichevsky und Gabriely, 2009]. Hierbei handelt es
sich um die erste beschriebene Oncomir. Die zellula¨re miR-21 ist in vielen Tumorarten herunter
reguliert, dazu za¨hlen Gliome, Mamma-, Ovarial-, Prostatakarzinome und Leuka¨mien [Chan
et al., 2005; Volinia et al., 2005; Fulci et al., 2007; Iorio et al., 2007; Frankel et al., 2008]. Die
miR-21 ist stark konserviert [Fujita et al., 2008] und viele ihren Zielmoleku¨le sind Tumorsup-
pressoren [Meng et al., 2007; Zhu et al., 2007; Asangani et al., 2008; Zhu et al., 2008]. An Platz
drei der gefundenen zellula¨ren miRNAs stand Let-7. Let-7 ist eine konservierte miRNA, die
zuerst bei C. elegans gefunden wurde [Pasquinelli et al. 2000; Reinhart et al., 2000]. Let-7 ist
die erste beschriebene anti-Oncomir [Johnson et al., 2005; Johnson et al., 2007]. Der genaue
Mechanismus, u¨ber den die virale miRNA aus HSUR2 von HVS C488 die zellula¨ren miRNAs
beeinflussen, muss noch erforscht werden. Die Regulation von miR-155 wird dabei im Vor-
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BAC bacterial artificial chromosome (bakterielles artifizielles Chromosom)
BATDA Acetoxymethylester eines fluoreszenzversta¨rkenden Liganden
BGH Terminator des Rinderwachstumshormons
BH Bcl-2 Homologie




CAR chimeric antigen receptor (Chima¨rer Antigenrezeptor)
CB costimulatorische Bindungsdoma¨ne
CD cluster of differentiation
cHS4 β-Globin-Isolator aus dem Hu¨hnergenom
CIAP Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
CMA Concanamycin A









DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA deoxyribonucleic acid (Deoxyribonukleinsa¨ure)
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dox Doxycyclin
dpi days post infection (Tage nach der Infektion)
dsRed Discosoma sp. red fluorescent protein
DTNB 5,5’-Dithiobis-(2-Nitrobenzol-Sa¨ure)
E Effektor-T-Zellen
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure
EGF epidermal growth factor (epidermal Wachstumsfaktorfamilie)
eGFP versta¨rktes gru¨n fluoreszierendes Protein
Enh Enhancer
ER endoplasmatischen Retikulum







HCC hepatocellular carcinoma (hepatozellula¨res Karzinom)
hCMV humanes Cytomegalovirus
H-DNA high density DNA (DNA mit hoher Dichte)
HNF1 hepatocyte nuclear factor 1 homeobox A
HR Homologe Region
HSUR Herpesvirus saimiri U RNA
HTLV-1 humanes T-lymphotropes Virus Typ 1
HTLV P Fusionspromotor aus dem Promotor des humanen T-lymphotropen Vi-












LANA Latenz-assoziiertes nukla¨res Antigen
LAT linker for activation of T cells






MDA-MB Monroe Dunaway Anderson-Metastatic Breast
M-DNA intermediate density DNA (DNA mit mittlerer Dichte)
MHC Major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilita¨tskomplex)
min Minute
mini-F bakterielles F-Plasmid, Minimalvariante
MMTV Maus-Mammatumorvirus
MOI multiplicity of infection (Infektionsmultiplizita¨ten)
mpi month post infection (Monate nach der Infektion)
NGS next generation sequencing (Sequenzierung der na¨chsten Generation)
OMK owl monkey kidney (Krallenaffen-Nierenzellen)






PBS phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Salzlo¨sung)










revCasp3 reverse Caspase 3
RFLP Restriktionsfragmentla¨ngenpolymorphismus
RFU relative Fluoreszenzeinheit
rHVS rekombinantes Herpesvirus saimiri
rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsa¨ure)
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Reverse Transkriptase
RTK Rezeptortyrosinkinasen
rtTA reverser tetracyclin-abha¨ngiger Transaktivator
scfr single chain antibody fragment (Einzelkettenantiko¨rperfragment)
scFv single chain variable fragment (variables Einzelkettenfragment)
SDS sodium dodecyl sulphate (Natriumdodecylsulfat)
STAT Signal Transducers and Activators of Transcription

















TUNEL terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick





wpi week post infection (Wochen nach der Infektion)
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